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Взаимодействие факторов окружающей среды 
и генетического полиморфизма в этиологии 

злокачественных опухолей

Д. Г. Заридзе, А. Ф. Мукерия, О. В. Шаньгина
Научно-исследовательский институт канцерогенеза ФГБУ «Российский онкологический научный центр им. Н. Н. Блохина» 

Минздрава России; Россия, 115478, Москва, Каширское шоссе, 24

Контакты: Давид Георгиевич Заридзе dgzaridze@crc.umos.ru

Доминирующую роль в этиологии злокачественных опухолей играют факторы окружающей среды и образа жизни человека. В то 
же время индивидуальный риск развития рака определяется генетической предрасположенностью.
Вопросу влияния генетического полиморфизма на риск развития опухолей посвящено множество работ. Однако их результаты 
разочаровывают. Главной проблемой этих исследований является небольшое количество наблюдени. Кроме того, во многих рабо-
тах не учитывалась информация о факторах окружающей среды и образа жизни пробандов.
Метод случай–контроль – основной эпидемиологический метод изучения генетических вариантов, влияющих на риск развития 
рака. Для выявления часто встречающихся вариантов, влияние которых на риск невелико, необходимы большие выборки больных 
и контрольной группы. В связи с этим многоцентровое исследование – принятый метод в области молекулярной эпидемиологии.
В настоящем обзоре представлены результаты многоцентровых молекулярно-эпидемиологических исследований, проведенных в отде-
лении эпидемиологии НИИ канцерогенеза РОНЦ им. Н. Н. Блохина совместно с коллегами из стран Центральной и Восточной Европы 
(Венгрия, Польша, Румыния, Словакия). Исследование координировало Международное агентство по изучению рака (Лион, Франция).
Работы, включенные в обзор, посвящены изучению роли полиморфизма генов II фазы метаболизма ксенобиотиков (GSTM1 и GSTT1), 
алкогольдегидрогеназы (ADH1В и ADH1C) и альдегиддегидрогеназы (ALDH2), метаболизма солей фолиевой кислоты – метилен-
тетрагидрофолатредуктазы (MTHFR) и тимидилатсинтетазы (TYMS) и гена CHECK2 в этиологии рака легкого, верхних ды-
хательных и пищеварительных органов и почки.
Анализ проведенных исследований позволяет заключить, что генетический полиморфизм модифицирует риск развития рака в результате 
экспозиции к тому или иному внешнему фактору. Показатель P, который характеризует взаимодействие (интеракцию) между влияни-
ем фактора окружающей среды и определенным генотипом и риском развития рака, часто имеет статистически достоверное значение.
Таким образом, большинство спонтанных опухолей человека развиваются в результате взаимодействия генетического полимор-
физма и внешних факторов.

Ключевые слова: генетический полиморфизм, фактор окружающей среды, интеракция, этиология злокачественных опухолей

DOI: 10.17650/2313-805X-2016-3-2-8–17

Interaction of environmental factors and genetic polymorphism in the etiology of cancer
D. G. Zaridze, A. F. Mukeriya, O. V. Shan’gina

Research Institute of Carcinogenesis, N.N. Blokhin Russian Cancer Research Center, Ministry of Health of Russia;  
24 Kashirskoe Shosse, Moscow, 115478, Russia

Еnvironmental and lifestyle factors play a dominant role in etiology of cancer. In addition, genetic factors significantly influence interindi-
vidual variation in cancer incidence. The epidemiological studies in which effects of genetic polymorphism on the risk of cancer have been 
elucidated are somewhat disappointing. An important problem of these studies is their size. Moreover some of them do not have information 
on life-style and environmental exposures.
The epidemiological method used to investigate the effect of genetic polymorphism on cancer risk is a retrospective case-control study. 
The chance of discovery of the specific «frequent» allelic variant which is associated with small increase in the risk is higher in studies includ-
ing large numbers of cases and controls.
This paper reviews the epidemiologic studies conducted in Department of epidemiology (Institute of carcinogenesis, Russian N. N. Blokhin 
Cancer Research Centre) in cooperation with countries of Central and Eastern Europe (Hungary, Poland, Romania, Slovakia) and coordinated by 
the International Agency for Research on Cancer (IARC). We will cover the studies, in which an attempt has been made to investigate the interaction 
between polymorphisms of phase 2 xenobiotic metabolism genes (GST), alcohol and aldehyde-metabolizing genes (ADH, ALDH), folate metabolism 
genes (MTHFR, TYMS) and CHECK2 with environmental and life-style factors in etiology of cancers of the lung, kidney and upper aerodigestive tract.
The analyses of these studies suggest that genetic polymorphism modifies the effect of environmental exposures (including occupational car-
cinogens) and life-style factors (including tobacco, alcohol and diet) on the risk of cancer. The risk of cancer associated with known carcino-
genic exposure may increase or decrease depending on the genotype. Interaction between exposure to carcinogenic factor and genotype 
is a major and significant determinant of cancer risk. Spontaneous tumors develop as a result of a combined effect of environmental factors 
and genetic polymorphism or endogenous and exogenous factors.

Key words: genetic polymorphism, environmental factor, interaction, etiology of malignant tumors
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Введение
Доминирующую роль в этиологии злокачествен-

ных опухолей играют факторы окружающей среды 
и образа жизни человека (курение, избыточная масса 
тела, низкая физическая активность, инфекционные 
заболевания, употребление алкоголя, экзогенные гор-
моны, репродуктивные факторы, ультрафиолетовое 
и ионизирующее излучение, канцерогенные вещест-
ва). Однако индивидуальный риск развития рака опре-
деляется генетической предрасположенностью [1].

Наследование генов с высокопенетрантными му-
тациями приводит к высокому риску развития злока-
чественных опухолей. К таким генам относятся: ген 
ретинобластомы Rb, при герминальных мутациях кото-
рого развивается врожденная форма ретинобластомы; 
ген-супрессор p53, мутации которого являются при-
чиной синдрома первично-множественных опухолей 
Ли–Фраумени; гены рака молочной железы BRCA1 
и BRCA2, наследуемые повреждения которых повыша-
ют риск развития не только рака молочной железы 
и рака яичников, но и ряда других форм рака; ген 
аденоматозного полипоза толстой кишки АРС; ген 
неполипозного врожденного рака толстой кишки 
HMLН1, ген нейрофиброматоза NF1 и др. Относи-
тельный риск (ОР) развития того или иного опухолево-
го синдрома у людей с врожденными мутациями очень 
велик, а в ряде случаев вероятность развития рака до-
стигает 100 %. Однако частота встречаемости врож-
денных мутаций крайне низка (1–5 случаев на 10 тыс. 
младенцев). Соответственно, низка (< 5 %) и доля 
злокачественных опухолей, этиологически связанных 
с подобными генетическими событиями. Экзогенные 
факторы на риск развития этих опухолей практически 
не влияют [2].

В то же время низкопенетрантный генетический 
полиморфизм встречается часто. Риск развития рака, 
связанный с этим типом наследственности, невысо-
кий. Однако большинство спонтанных опухолей раз-
виваются в результате комбинированного влияния 
наследственности и внешних факторов [3].

Результаты молекулярно-эпидемиологических ис-
следований свидетельствуют о наличии связи между 
полиморфизмом генов, регулирующих метаболизм кан-
церогенных веществ, клеточный цикл, репарацию ДНК, 
воспаление и другие ключевые процессы , и риском 
развития рака [4].

При отсутствии экспозиции к канцерогенному 
фактору окружающей среды наличие или отсутствие 
генетической предрасположенности не влияет на риск 
развития злокачественных опухолей. В то же время при 
наличии экспозиции к канцерогенному фактору гене-
тическая предрасположенность может влиять на риск 
развития рака и модифицировать его. Степень взаи-
модействия между генами, регулирующими метабо-
лизм, и внешними факторами зависит от «дозы» кан-
церогенного фактора. Для одних генов интеракция 
более выражена при низких «дозах» канцерогенного 

воздействия, для других – при высоких; причем с уве-
личением «дозы» растет степень выраженности инте-
ракции (соотношение доза–эффект) [5].

В первую очередь на предрасположенность к раз-
витию рака влияют гены ферментов семейства цито-
хромов 450 (CYP). Ферменты I фазы (цитохромы P450) 
активизируют проканцерогены (полициклические аро-
матические углеводороды, гетероциклические амины, 
афлатоксины, нитрозамины и др.) в канцерогенные 
вещества, ферменты II фазы детоксицируют и удаляют 
их из организма. Активные метаболиты разрушаются 
в основном в результате взаимодействия с ферментами 
глутатион-S-трансферазы (glutatione S-transferases, GST). 
Стационарная концентрация активных метаболитов 
определяет возможность трансформации клетки и раз-
вития опухоли. Существует множество изоформ цито-
хрома Р450, определяющих активацию и дезактивацию 
тех или иных ксенобиотиков. Канцерогенный эффект – 
результат взаимодействия метаболических процессов, 
ведущих к активации или детоксикации канцероген-
ных веществ [3].

Ассоциации между полиморфизмом метаболиче-
ских генов I и II фаз и риском развития опухолей, ин-
дуцированных курением, посвящены 2 научных анали-
тических обзора [5, 6]. На основании этих работ можно 
сделать вывод о том, что главной проблемой изучения 
влияния полиморфизма метаболических генов на риск 
развития болезни является то, что индивиды с «не-
благоприятным» полиморфизмом встречаются редко, 
и в свя зи с этим эпидемиологические исследования 
должны включать бо́льшие выборки участников. Во мно-
гих работах также не учитывалась информация о фак-
торах окружающей среды и образа жизни пробандов.

Наиболее стабильные результаты исследований от-
носились к полиморфизму генов NAT1 и NAT2. Прак-
тически во всех исследованиях, в которых была обна-
ружена связь между риском развития рака мочевого 
пузыря и скоростью ацетилирования, показана досто-
верная связь между аллельными вариантами NAT1 
и NAT2 и риском развития рака мочевого пузыря [7], 
легкого [8] и опухолями верхних дыхательных и пи-
щеварительных органов (ВДПО) [9]. Отметим, что 
в этих работах были исследованы большие выборки 
больных. В частности, в эпидемиологическое иссле-
дование J. D. McKey и соавт. были включены 2250 боль-
ных раком легкого, 811 пациентов с раком ВДПО 
и 2700 лиц контрольной группы [9]. Проведено геноти-
пирование нескольких групп генов I и II фаз метабо-
лизма ксенобиотиков, из которых гены NAT1 и NAT2 
оказались наиболее значимыми с точки зрения их вли-
яния на риск развития злокачественных опухолей.

В настоящем обзоре представлены результаты 
многоцентровых молекулярно-эпидемиологических 
исследований рака легкого, ВДПО и почки, проведен-
ных в отделении эпидемиологии НИИ канцерогене-
за РОНЦ им. Н. Н. Блохина совместно с коллегами 
из стран Центральной и Восточной Европы (Венгрия, 
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Польша, Румыния, Словакия). Исследование коорди-
нировало Международное агентство по изучению рака 
(Лион, Франция).

Метод случай–контроль – основной эпидемиоло-
гический метод изучения генетических вариантов, вли-
яющих на риск развития рака. Размер выборки (больных 
и контрольной группы) имеет решающее значение, 
поскольку вероятность обнаружения часто встречаю-
щегося генетического варианта с выраженным эффек-
том риска развития рака крайне низка. В связи с этим 
многоцентровые исследования являются принятым 
методом в области молекулярной эпидемиологии.

Полиморфизм генов глутатион-S-трансферазы  
и риск развития рака
Ферменты GST вовлечены во II фазу метаболизма 

ксенобиотиков, в процессе которой канцерогенные 
вещества трансформируются в гидрофильные соеди-
нения и выводятся из организма. Индивиды с гомози-
готной делецией в генах GSTM1 и GSTT1 не продуци-
руют соответствующих ферментов. Отсутствие этих 
ферментов потенциально может увеличивать воспри-
имчивость к злокачественным опухолям в результате 
снижения эффективности детоксикации канцероген-
ных веществ. Таким образом, индивиды с нулевым 
генотипом GSTT1 и GTTM1 могут быть более чувстви-
тельными к генотоксическому влиянию ксенобиоти-
ков и других токсикантов, чем индивиды с активным 
генотипом. С другой стороны, реакции, катализируе-
мые GSTT1 и GTTM1, повышают токсичность некото-
рых соединений, например галогенизированных пес-
тицидов. GST также связывают изотиоцианиты (ИЦ), 
которые являются мощными индукторами ферментов, 
принимающих участие в детоксикации мутагенных 
веществ. В результате антиканцерогенный потенциал 
ИЦ снижается [10, 11].

Нулевой генотип GSTM1 встречается у 30–50 % на-
селения европеоидной расы, например, у 50 % жите-
лей Испании [7]. Нулевой генотип GSTT1 чаще встре-
чается в Азии (50–60 %) и относительно редко среди 
людей европейского происхождения (20–30 %) [11].

Пестициды, образуемые из галогенизированных 
алканов, алкенов и других растворителей, проходят 
биоактивацию в почке после соединения с GST. В ре-
зультате образуется реактивный глутатион-конъюгат, 
который для галогенизированных веществ служит суб-
стратом для последующей ферментативной реакции 
с образованием реактивных хлоротиокетенов, повреж-
дающих почку. Таким образом, для ферментативных 
реакций, ведущих к образованию реактивных соеди-
нений, непосредственно повреждающих почку, необ-
ходимы активные формы GST. В противном случае 
при нулевом варианте генов GST и, соответственно, 
с образованием неактивного фермента, метаболизм 
галогенизированных соединений будет проходить пу-
тем окисления, без образования реактивных веществ, 
повреждающих почку [12, 13].

Влияние генотипа GST и экспозиции к пестици-
дам на рабочем месте на риск развития почечно-кле-
точного рака (ПКР) подтверждено в проведенном 
нами эпидемиологическом исследовании, в которое 
были включены 1097 больных ПКР и 1476 лиц конт-
рольной группы [14]. Выявлено, что у индивидов, ког-
да-либо экспонированных к пестицидам, повышен 
риск развития ПКР (относительный риск (OР) 1,82; 
95 % доверительный интервал (ДИ) 1,10–3,00). Риск 
статистически достоверно возрастал в зависимости 
от продолжительности экспозиции и кумулятивной 
дозы. После корректировки по генотипу достоверное 
повышение риска было отмечено у лиц, экспониро-
ванных к пестицидам с активным генотипом GSTM1 
(OР 4,00; 95 % ДИ 1,55–10,33), по сравнению с неэкс-
понированными носителями активных аллелей (OР 
0,99; 95 % ДИ 0,80–1,23) и с индивидами, экспониро-
ванными к пестицидам, но имеющими нулевой гено-
тип (ОР 1,03; 95 % ДИ 0,50–2,14) (P интеракции 0,04). 
Риск был статисти чески достоверно увеличен и у лиц, 
экспонированных к пестицидам с активным вариан-
том гена GSTT1 (ОР 2,28; 95 % ДИ 1,11–4,67). У экспо-
нированных к пес тицидам носителей активных алле-
лей обоих генов (GSTM1 и GSTT1) риск был повышен 
в 6 раз по сравнению с неэкспонированными, но с ну-
левым генотипом хотя бы одного гена (ОР 6,47; 95 % 
ДИ 1,82–23,00) (P интеракции 0,02) (табл. 1).

Полученные результаты свидетельствуют о том, что 
у носителей активных аллелей GSTM1 и GSTT1, под-
вергшихся воздействию пестицидов на рабочем месте, 
риск развития ПКР достоверно повышен по сравнению 
с теми, кто не был подвержен влиянию этих веществ. 
Среди индивидов, экспонированных к пестицидам 
с нулевым генотипом GSTM1 и GSTT1, повышенного 
риска выявлено не было.

Также в этом исследовании было проанализирова-
но действие полиморфизма GST на риск развития ПКР 
в зависимости от наличия профессиональной экспо-
зиции к трихлорэтилену (ТХЭ). Риск достоверно по-
вышался при всех уровнях экспозиции к ТХЭ. Однако 
после стратификации по генотипу GSTT1 выраженная 
связь рака почки с экспозицией к ТХЭ отмечена толь-
ко у носителей активных аллелей, экспонированных 
к ТХЭ (ОР 1,88; 95 % ДИ 1,06–3,33) по сравнению 
с носителями нулевого генотипа (ОР 0,93; 95 % ДИ 
0,35–2,44). Риск возрастал с ростом длительности и до-
зы экспозиции. Риск развития ПКР не был повышен 
среди носителей активных аллелей GSTT1, но не экс-
понированных к ТХЭ [15].

Потребление крестоцветных овощей (кочанная 
капуста, цветная капуста, кольраби, брюссельская ка-
пуста, брокколи) снижает риск развития некоторых 
злокачественных опухолей, в частности рака легкого 
и почки [16]. Эти овощи богаты ИЦ, которые в экспе-
риментах in vivo показали химиопрофилактический 
эффект [17]. Полагают, что ИЦ удаляются из клеток 
ферментами GSTM1 и GSTT1, которые в гомозигот-
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ном состоянии сообщают клеткам нулевой генотип. 
При этом генотипе фермент не продуцируется. У ин-
дивидов, гомозиготных по одному или обоим генам, 
концентрации ИЦ должны быть высокие. Соответст-
венно, у индивидов с нулевым генотипом GSTM1, ко-
торый встречается у 45–55 % населения европеоидной 
расы, протективный эффект крестоцветных овощей 
должен быть более выражен, чем у носителей «дикого» 
генотипа [18, 19].

Результаты эпидемиологического исследования ра-
ка легкого подтвердили химиопрофилактический эффект 
ИЦ, показав, что риск развития заболевания статисти-
чески достоверно снижен у лиц с высоким потреблени-
ем крестоцветных овощей (ОР 0,78; 95 % ДИ 0,64–0,96). 
После стратификации по генотипу было выявлено, 
что протективный эффект имеет место только у инди-
видов с нулевыми аллелями GSTM1 (ОР 0,67; 95 % ДИ 
0,49–0,91) и GSTT1 (ОР 0,63; 95 % ДИ 0,37–1,07). Про-
тективный эффект наиболее выражен у носителей нуле-
вых вариантов обоих генов (ОР 0,28; 95 % ДИ 0,11–0,67) 
и, соответственно, у лиц с низким уровнем или отсутст-
вием ферментов в циркуляции (табл. 2). Величина P, ха-
рактеризующая взаимодействие между нулевым геноти-
пом GSTM1/GSTT1 и потреблением крестоцветных 
овощей, статистически достоверна (P интеракции 0,03).

После стратификации участников исследования 
в зависимости от статуса курения (курящие/некуря-
щие) было выявлено, что у некурящих риск развития 
рака легкого, связанный с потреблением крестоцвет-
ных овощей, не зависит от генотипа. В то же время, 
среди курящих с нулевым генотипом GSTM1 статисти-
чески значимое снижение риска отмечено у лиц с вы-
соким (ОР 0,70; 95 % ДИ 0,50–0,96; P 0,03) или сред-
ним (ОР 0,68; 95 % ДИ 0,48–0,96; P 0,03) уровнями 
потребления крестоцветных овощей. Протективный 
эффект крестоцветных овощей отсутствовал у инди-
видов с активными аллелями GSTM и GSTT. Макси-
мальный защитный эффект крестоцветных овощей 
отмечали среди курящих лиц с нулевыми вариантами 
обоих генов: у индивидов с нулевыми GSTM1/GSTT1 
как со средним (ОР 0,30; 95 % ДИ 0,11–0,81; P 0,02), 
так и с высоким (ОР 0,31; 95 % ДИ 0,12–0,82; P 0,02) 
уровнями потребления овощей риск развития рака 
легкого был снижен (табл. 3).

Результаты проведенного исследования позволяют 
заключить, что полиморфизм генов GSTM1 и GSTT1 
влияет на риск развития рака легкого у курящих лиц 
с низким содержанием крестоцветных овощей в раци-
оне. Можно предположить, что причиной такого вза-
имодействия является повышенный уровень фермен-
тов GST, вызванный присутствующими в циркуляции 
химическими компонентами табачного дыма [20].

Для изучения возможной взаимосвязи генетиче-
ского полиморфизма GSTM1/GSTT1 и некоторых осо-
бенностей питания были проанализированы образцы 
крови 925 пациентов с ПКР и 1247 лиц контрольной 
группы [21]. Показано, что у лиц, которые потребляли 

недостаточное количество крестоцветных овощей (ме-
нее 1 раза в мес), по сравнению с теми, кто потреблял 
их более 1 раза в нед, риск развития ПКР повышался 
на 30 % (ОР 1,29; 95 % ДИ 1,02–1,62; P тренда 0,03). 
Однако после стратификации по уровню потребления 
крестоцветных овощей и по генотипу GSTM1 и GSTT1 
выявлено, что наибольший риск был у лиц, которые 
мало потребляли крестоцветные овощи, с нулевым ва-
риантом генотипов GSTT1 (ОР 1,86; 95 % ДИ 1,07–
3,23; P интеракции 0,05) и GSTM1/GSTT1 (ОР 2,49; 
95 % ДИ 1,08–5,77; P интеракции 0,05). Вариант ге-
нотипа GST без учета уровня потребления крестоцвет-
ных овощей не влиял на риск развития ПКР. Среди 
курящих повышенный риск развития ПКР был также 
отмечен у индивидов с нулевыми вариантами генотипов 
GSTT1 (ОР 3,42; 95 % ДИ 1,47–7,16) и GSTT1/GSTM1 
(ОР 9,68; 95 % ДИ 1,87–50,1), а также с низким уров-
нем потребления крестоцветных овощей по сравне-
нию с лицами с высоким уровнем потребления кресто-
цветных. Показатель интеракции между потреблением 
крестоцветных овощей и курением среди носителей 
нулевого генотипа GSTT1 и GSTM1 был статистически 
достоверным (P 0,02). Среди некурящих потребление 
овощей не влияло на риск развития ПКР независимо 
от GST-генотипа.

Результаты подтверждают гипотезу о том, что поли-
морфизм GSTM1 и GSTT1 играет важную роль в раз-
витии рака легкого и почки у лиц, особенно курящих, 
с низким уровнем потребления крестоцветных.

Полиморфизм генов, алкоголь, альдегиддегидрогеназы 
и риск развития рака верхних дыхательных 
и пищеварительных органов
Чрезмерное употребление алкоголя повышает риск 

развития рака ВДПО (полости рта, гортани, глотки 
и пищевода) [22, 23]. Механизм канцерогенного дейст-
вия алкоголя до сих пор неясен. Однако установлено, 
что ацетальдегид, метаболит алкоголя, является кан-
церогенным веществом [24], и риск развития рака на-
прямую зависит от способности отдельного индивида 
метаболизировать алкоголь, от длительности перси-
стенции ацетальдегида в организме и, соответственно, 
от длительности его воздействия на организм.

Таким образом, полиморфизм генов, участвующих 
в метаболизме алкоголя, – основной фактор, влияю-
щий на предрасположенность человека к развитию 
рака ВДПО.

Алкогольдегидрогеназы (ADHs) – ферменты, ка-
та  лизирующие превращение (окисление) алкоголя 
в аце т альдегид. Последующее превращение ацеталь-
дегида в «безопасный» и легко выводимый из орга-
низма суб страт ацетат катализируется ферментами 
альдегиддегидрогеназ (ALDHs). Скорость и степень 
превращения алкоголя с помощью этих 2 ферментов 
в ацетальдегид и ацетат зависят от полиморфизма со-
ответствующих генов и частоты встречаемости в по-
пуляции их редких аллельных вариантов.
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Изучена связь между полиморфизмом генов алко-
гольдегидрогеназы (ADH1B, ADH1C) и альдегидде-
гидрогеназы (ALDH2) и риском развития рака ВДПО. 
В исследование были включены 811 больных раком 
ВДПО и 1083 лица контрольной группы [25]. Показано, 
что носительство быстро метаболизирующего вариан-
та аллели ADH1B R48H снижает риск развития рака 
ВДПО. Протективный эффект более выражен у уме-
ренно и сильно пьющих (ОР 0,36; 95 % ДИ 0,17–0,77; 
P тренда 0,006) по сравнению с непьющими и мало 
пьющими (ОР 0,57; 95 % ДИ 0,36–0,91; P тренда 
0,018), хотя показатель интеракции P между уровнем 
потребления алкоголя и носительством этого вариан-
та гена был статистически недостоверен.

Достоверно повышенный риск развития рака 
ВДПО наблюдали у лиц, гомозиготных или гетерози-
готных по любому варианту аллелей ALDH2, причем 
анализ 3 аллельных вариантов этого гена (ALDH2 +82, 
+348 и –261) показал достоверную связь по типу «до-
за–ответ» (p = 0,015; 0,009 и 0,007 соответственно). 
Кроме того, риск был выше у умеренно и сильно пью-
щих лиц по сравнению с непьющими и мало пьющи-
ми. ОР для каждого гомозиготного варианта у сильно 
пьющих лиц был равен 4,38 (95 % ДИ 1,32–14,53) для 
ALDH2 +82 и 5,79 (95 % ДИ 1,49–22,5) – для ALDH2 
+348 и –261. Интеракция между 2 последними вари-
антами генов и употреблением алкоголя была стати-
стически достоверна: p = 0,03 для ALDH2 +348 и p = 
0,02 для ALDH2 –261 (табл. 4).

Следует отметить, что почти треть участников контр-
ольной группы были гетерозиготными, а 3 % – гомози-
готными носителями этих вариантов. Можно предполо-
жить, что эти варианты ADHL2 и объясняют значительную 
долю случаев рака ВДПО у лиц, регулярно употребляю-
щих алкоголь. Таким образом, риск развития рака ВДПО 
определяется полиморфизмом генов ADH1B и ALDH2 
и их интеракцией с уровнем потребления алкоголя [25].

В эпидемиологическом исследовании, которое 
включало 3867 пациентов с раком ВДПО и 2692 лиц 

контрольной группы, было выявлено, что полимор-
физм генов ADH1B (rs1229984) и ADH7 (rs1573496) сни-
жает риск развития рака ВДПО (р = 10–10 и 10–10 соот-
ветственно). Этот эффект становился более значимым 
с увеличением уровня потребления алкоголя (P тренда 
0,0002 и 0,065 соответственно). Протективный эффект 
носительства аллелей rs1229984 гена ADH1B не наблю-
дали у лиц, не употребляющих алкоголь (ОР 1,02; 95 % 
ДИ 0,66–1,56), в то время как у умеренно и сильно 
пьющих риск развития рака ВДПО был снижен в 2 ра-
за (OР 0,42; 95 % ДИ 0,31–0,56; P тренда 0,0002). Ана-
логичные результаты получены для rs1573496 гена 
ADH7: риск развития рака ВДПО был снижен на 40 % 
у сильно пьющих индивидов (OР 0,64; 95 % ДИ 0,50–
0,75; P тренда 0,065), в то время как у непьющих этот 
эффект не наблюдался.

Полученные результаты доказывают протективное 
действие изученных вариантов генов ADH1B и ADH7 
против опухолей ВДПО. Кроме того, их эффект в значи-
тельной степени зависит от количества употребляемого 
алкоголя. У непьющих людей полиморфизм этих генов 
не влияет на риск развития рака, в то время как у пью-
щих протективное действие проявляется в прямой зави-
симости от количества употребляемого алкоголя. Более 
того, нет связи ни одного из этих генов с дозой употре-
бляемого алкоголя у лиц контрольной группы [26].

Известно, что у гетерозиготных носителей аллелей 
G/A и гомозиготных аллелей A/A rs1229984 (ADH1B) 
скорость метаболизма этанола в 100 и более раз выше, 
чем у носителей гомозиготных аллелей G/G rs1229984 
(ADH1B). Это подтверждает гипотезу о том, что быст-
рая элиминация этанола, приводящая к снижению 
экспозиции к ацетальдегиду, может сопровождаться 
защитным эффектом против рака ВДПО.

Гены метаболизма солей фолиевой кислоты, 
потребление овощей и риск развития рака
В эпидемиологических исследованиях была уста-

новлена связь между низким содержанием солей фоли-

Таблица 1. Влияние генотипа GST и экспозиции к пестицидам на рабочем месте на риск развития почечно-клеточного рака

Активность генотипа
GSTM1 GSTТ1 GSTM1/GSTТ1

ОР 95 % ДИ ОР 95 % ДИ ОР 95 % ДИ

Без экспозиции к пестицидам

Неактивный (нулевой)* 1,00 1,00 1,00

Активный** 0,99 0,80–1,23 0,84 0,64–1,10 0,98 0,79–1,22

Экспозиция к пестицидам

Неактивный (нулевой)* 1,03 0,50–2,14 0,96 0,33–2,73 1,20 0,62–2,33

Активный** 4,00 1,55–10,33 2,28 1,11–4,67 6,47 1,82–23,0

P интеракции 0,04 0,15 0,02

Примечание. Здесь и в табл. 2–5: ОР – относительный риск; ДИ – доверительный интервал. *Неактивные аллели.**Активен 1 аллель и более.
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евой кислоты (фолатов) в рационе питания и повышен-
ным риском образования злокачественных опухолей. 
Фолаты участвуют в метилировании и синтезе ДНК, 
что, по-видимому, является причиной того, что их не-
достаток в организме повышает риск развития рака. 

Таблица 2. Риск развития рака легкого в зависимости от потребле-
ния крестоцветных овощей и GST-статуса

Уровень потребления 
 крестоцветных овощей ОР (95 % ДИ) р

Все типы GST

Низкий 1,00  – 

Средний 0,77 (0,62–0,95) 0,0156

Высокий 0,78 (0,64–0,96) 0,0188

Активный GSTM1 (+) 

Низкий 1,00  – 

Средний 0,92 (0,68–1,24) 0,5722

Высокий 0,89 (0,67–1,18) 0,4156

Нулевой GSTM1 (–) 

Низкий 1,00  – 

Средний 0,65 (0,47–0,89) 0,0072

Высокий 0,67 (0,49–0,91) 0,0092

Активный GSTТ1 (+) 

Низкий 1,00  – 

Средний 0,80 (0,63–1,01) 0,0631

Высокий 0,83 (0,66–1,03) 0,0940

Нулевой GSTТ1 (–) 

Низкий 1,00  – 

Средний 0,67 (0,39–1,16) 0,1551

Высокий 0,63 (0,37–1,07) 0,0849

GSTM1/GSTT1 (+/+) 

Низкий 1,00  – 

Средний 0,87 (0,62–1,22) 0,4100

Высокий 0,88 (0,65–1,21) 0,4391

GSTM1/GSTT1 (+/–) или GSTM1/GSTT1 (–/+) 

Низкий 1,00  – 

Средний 0,82 (0,60–1,12) 0,2214

Высокий 0,80 (0,60–1,08) 0,1498

Нулевой GSTM1/Нулевой GSTT1

Низкий 1,00  – 

Средний 0,26 (0,10–0,63) 0,0032

Высокий 0,28 (0,11–0,67) 0,0045

Таблица 3. Риск рака легкого у курящих и никогда не куривших 
в зависимости от уровня потребления крестоцветных овощей и GST-
статуса

Уровень 
потребления 
крестоцвет-
ных овощей

ОР (95 % ДИ) р ОР (95 % ДИ) р

Никогда не курившие Курящие

GSTM1 (+) 

Низкий 1,00  – 1,00  – 

Средний 0,52 (0,23–1,18) 0,1165 1,01 (0,73–1,40) 0,9403

Высокий 0,36 (0,16–0,79) 0,0107 1,04 (0,77–1,40) 0,8098

Нулевой GSTM1 (–) 

Низкий 1,00  – 1,00  – 

Средний 0,57 (0,23–
1042) 0,2258 0,68 (0,48–0,96) 0,0300

Высокий 0,47 (0,19–1,14) 0,0951 0,70 (0,50–0,96) 0,0288

GSTT1 (+) 

Низкий 1,00  – 1,00  – 

Средний 0,56 (0,30–1,05) 0,0687 0,86 (0,66–1,10) 0,2323

Высокий 0,40 (0,22–0,74) 0,0035 0,91 (0,72–1,16) 0,4607

Нулевой GSTT1 (–) 

Низкий 1,00  – 1,00  – 

Средний 0,44 (0,07–2,84) 0,3857 0,71 (0,39–1,29) 0,2639

Высокий 0,22 (0,03–1,56) 0,1303 0,65 (0,37–1,14) 0,1332

M1/T1 (+/+) 

Низкий 1,00  – 1,00  – 

Средний 0,47 (0,20–1,09) 0,0792 0,98 (0,69–1,41) 0,9337

Высокий 0,31 (0,14–0,70) 0,0048 1,07 (0,77–1,50) 0,6806

M1/T1 (+/–) или (–/+) 

Низкий 1,00  – 1,00  – 

Средний 0,84 (0,31–2,25) 0,7307 0,85 (0,61–1,18) 0,3314

Высокий 0,70 (0,27–1,83) 0,4649 0,81 (0,59–1,12) 0,2024

M1/T1 (–/– ) 

Низкий 1,00  – 1,00  – 

Средний 0,09 (0,01–0,99) 0,0488 0,30 (0,11–0,81) 0,0176

Высокий 0,12 (0,01–1,54) 0,1039 0,31 (0,12–0,82) 0,0176

Метаболизм фолатов зависит от ферментов метилен-
тетрагидрофолатредуктазы (MTHFR) и тимидилатсин-
тетазы (TYMS), а также от количества солей фолиевой 
кислоты, поступающей с пищей. В эпидемиологиче-
ском исследовании методом случай–контроль, кото-
рое включало 2200 больных раком легкого и 811 паци-
ентов с раком ВДПО, изучали роль MTHRF в развитии 
рака легкого и ВДПО с учетом потребления фолатов 
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с пищей. Риск развития рака легкого был повышен 
у гомозиготных носителей C/С вариантов гена MTHFR 
С677Т (ОР 1,37; 95 % ДИ 1,10–1,71). После стратифи-
кации результатов по потреблению фолатов с пищей 
выявленный эффект в большей степени проявился 
у лиц, употребляющих пищу с низким содержанием 
фолатов. У лиц с T/T-генотипом и низким уровнем 
потребления фолатов ОР развития рака легкого соста-
вило 2,60 (95 % ДИ 1,39–4,88), ОР развития рака 
ВДПО – 4,14 (95 % ДИ 1,47–11,70). Результаты иссле-
дования подтвердили гипотезу о том, что полимор-
физм гена MTHFR влияет на риск развития рака лег-
кого и ВДПО и зависит от уровня потребления фолатов 
с пищей, т. е. риск рака легкого и ВДПО определяется 
взаимодействием генотипа MTHFR С677Т с фактором 
окружающей среды [27].

Роль генов, участвующих в метаболизме фолиевой 
кислоты в этиологии рака почки, изучена в эпидеми-

Таблица 4. Риск развития рака головы и шеи в зависимости от генотипа ADH/ALDH и количества потребления алкоголя

Генотип
ОР (95 % ДИ) 

В целом Никогда/малопьющие (≤ 2 раз в нед) Умеренно/сильно пьющие (≥ 3 раз в нед) 

ADH1B R48H

Arg/Arg (медленный) 1,00 1,00 1,00

Arg/His+His/His (быстрый) 0,47 (0,32–0,70) 0,57 (0,36–0,91) 1,36 (0,17–0,77) 

Р тренда 0,0002 0,0186 0,0060

Р интеракции  –  – 0,3342

ALDH2 +82 A>G

A/A 1,00 1,00 1,00

A/G 1,25 (0,99–1,57) 1,13 (0,86–1,49) 1,57 (1,01–2,43) 

G/G 1,63 (0,94–2,82) 1,70 (0,88–3,29) 4,38 (1,32–14,53) 

Р тренда 0,0153 0,1144 0,0031

Р интеракции  –  – 0,0890

ALDH2 +348 C>T

T/T 1,00 1,00 1,00

T/C 1,29 (1,03–1,62) 1,21 (0,92–1,58) 1,76 (1,13–2,75) 

C/C 1,63 (0,92–2,89) 1,28 (0,65–2,55) 5,79 (1,49–22,52) 

Р тренда 0,0091 0,1501 0,0007

Р интеракции  –  – 0,0328

ALDH2 –261 C>T

T/T 1,00 1,00 1,00

T/C 1,30 (1,03–1,63) 1,20 (0,92–1,58) 1,76 (1,13–2,74) 

C/C 1,66 (0,93–2,95) 1,29 (0,65–2,58) 5,79 (1,49–22,49) 

Р тренда 0,0074 0,155 0,0006

Р интеракции  –  – 0,0249

ологическом исследовании методом случай–контроль 
[28]. Риск развития рака почки повышен у индивидов 
с C/T- (OР 1,45; 95 % ДИ 1,17–1,79) и T/T-вариантами 
(OР 1,40; 95 % ДИ 0,99–1,98) (P тренда 0,001) A222V 
гена MTHFR по сравнению с носителями часто встре-
чающегося гомозиготного С/С-варианта. В контроль-
ной группе гомозиготный Т/Т-вариант встречается 
в 10 % случаев, а гетерозиготный С/Т – в 30 %. После 
стратификации по уровню потребления овощей повы-
шенный риск развития рака почки среди носителей 
C/T- и T/T-вариантов от мечали только у лиц с низким 
потреблением овощей (OР 1,50; 95 % ДИ 1,04–2,17 
и OР 1,95; 95 % ДИ 1,06–3,61 соответственно) (табл. 5).

Носительство редких вариантов генов TYMS 
(IVS2–405T>C, 3 UTR (Ex8+157) C>T, 3 UTR A>G) 
было связано со сниженным риском развития рака 
почки по сравнению с часто встречающимися геноти-
пами: TYMS (IVS2–405) – CT/TT и CC/TT (ОР 0,73 
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Таблица 5. Риск развития рака почки в зависимости от полиморфизма TYMS, MTHFR и частоты потребления овощей

Вариант 
генотипа

ОР (95 % ДИ) 

Р тренда Р интеракции
В целом

Частота потребления овощей

редкое среднее частое

MTHFR A222V (Ex5+79 C >T) 

CC 1,00 1,00 1,16 (0,83–1,62) 0,86 (0,59–1,26) 0,55

CT 1,45 (1,17–1,79) 1,50 (1,04–2,17) 1,64 (1,16–2,34) 1,12 (0,81–1,75) 0,31

TT 1,40 (0,99–1,98) 1,95 (1,06–3,61) 1,43 (0,85–2,43) 0,93 (0,49–1,75) 0,05

Р тренда 0,001 0,007 0,05 0,59 0,22

TYMS (IVS2–405 T>C) 

TT 1,00 1,00 0,84 (0,57–1,25) 0,42 (0,27–0,67) <0,0

CT 0,73 (0,57–0,93) 0,47 (0,32–0,70) 0,66 (0,45–0,95) 0,54 (0,36–0,80) 0,28

CC 0,72 (0,50–1,04) 0,67 (0,40–1,12) 0,60 (0,37–0,91) 0,49 (0,30–0,82) 0,35

Р тренда 0,05 0,02 0,06 0,38 0,04

TYMS 3’UTR (Ex8+157 C>T) 

СС 1,00 1,00 0,89 (0,65–1,23) 0,47 (0,33–0,67) 0,00

СТ 1,05 (0,78–1,41) 0,73 (0,48–0,93) 0,73 (0,53–1,01) 0,76 (0,53–1,08) 0,50

ТТ 1,10 (0,63–1,92) 0,42 (0,21–0,85) 1,08 (0,63–1,85) 0,56 (0,30–1,04) 0,90

Р тренда 0,71 0,01 0,73 0,06 0,001

TYMS 3’UTR (Ex8+227 А>G) 

AA 1,00 1,00 1,00 (0,76–1,32) 0,59 (0,43–0,80) 0,00

AG 1,09 (0,82–1,44) 0,75 (0,52–1,08) 0,82 (060–1,13) 0,92 (0,59–1,21) 0,28

GG 1,06 (0,55–2,04) 0,43 (0,18–1,03) 1,91 (0,84–4,37) 0,23 (0,06–0,81) 0,35

Р тренда 0,63 0,04 0,81 0,13 0,03

и 0,72 соответственно, P тренда 0,05), TYMS 3 UTR 
(Ex8+157) – C/T и T/T (ОР 73,0 и 0,42 соответственно, 
P тренда 0,01), TYMS 3 UTR (Еx8+227) – AG/AA 
и GG/AA (ОР 0,75 и 0,43 соответственно, P тренда 
0,04). После стратификации по уровню потребления 
овощей наиболее высокий риск наблюдали у носите-
лей распространенных вариантов, которые ели мало 
овощей. Риск достоверно снижался с ростом потре-
бления овощей (p < 0,00001). Имела место статистиче-
ски достоверная мультипликативная интеракция меж-
ду всеми вариантами всех 3 генов TYMS и уровнем 
потребления овощей (P интеракции: 0,04; 0,001; 0,03 
соответственно) (см. табл. 5) [28].

Представленные результаты указывают на то, что 
полиморфизм генов MTHFR и TYMS влияет на риск 
развития рака легкого, ВДПО и почки. Однако это 
влияние взаимосвязано с уровнем потребления ово-
щей. Это подтверждает, что риск развития спонтанных 
опухолей зависит от интеракции между генетическим 
полиморфизмом, т. е. генотипом и образом жизни.

Гены, контролирующие клеточный цикл
Ключевой ген проводящей системы сигналов от по-

врежденной ДНК к различным эффекторам – CHEK2. 
Продукт этого гена может связываться и активировать 
белок р53, а также другие белки. При врожденных му-
тациях CHEK2 наблюдается увеличение риска разви-
тия новообразований. Герминальные мутации гена 
CHEK2 были выявлены у части пациентов с синдро-
мом Ли–Фраумени, не имеющих мутаций в р53, что 
позволило предположить, что именно эти мутации 
могут быть причиной синдрома и являться достаточ-
ным условием для развития первично-множественных 
опухолей [29]. Однако влияние врожденных мутаций 
CHEK2 на канцерогенез, связанный с курением, ока-
зался противоположным.

Исследование методом случай–контроль, прове-
денное в Польше, показало, что у индивидов с редким 
гетерозиготным вариантом Т/C гена CHEK2 риск раз-
вития рака легкого снижен по сравнению с носителя-
ми распространенного варианта Т/Т. Однако носи-



УС
ПЕ

ХИ
 М

ОЛ
ЕК

УЛ
ЯР

НО
Й 

ОН
КО

Л
ОГ

ИИ
  /

  A
DV

AN
CE

S 
IN

 M
OL

EC
UL

AR
 O

N
CO

LO
GY

   
2

, 
2

0
1

6
16 ОБЗОРНЫЕ  СТАТЬИ  ТОМ  3 / VOL. 3

Относительный риск рака легкого и рака верхних дыхательных и пищеварительных органов в зависимости от генотипа CHEK2. 
Гетерозиготный (A/G) генотип; распространенный (A/A) генотип. ОР – относительный риск; ДИ – доверительный интервал; ВДПО – верхние 
дыхательные и пищеварительные органы. ОР стандартизован по возрасту, полу и курению

Рак легкого ОР (A/G vs A/A) 95 % ДИ
0,44 0,31–0,63

Гистологическая форма (χ2
2 = 10,78; р = 0,005)

Плоскоклеточный II 0,20 0,10–0,38
Мелкоклеточный I 0,43 0,19–0,98
Адено 0,87 0,52–1,45
Смешанный 0,47 0,25–0,88

Курение (χ2
2 = 2,67; р = 0,26)

Некурящие 0,66 0,23–1,96
Бросившиекурить 0,64 0,33–1,24
Курящие 0,37 0,24–0,58

Страна (χ2
5 = 4,50; р = 0,48)

Чехия 1,02 0,34–3,05
Венгрия 0,40 0,16–0,99
Польша 0,50 0,27–0,91
Румыния 1,14 0,12–10,6
Россия 0,29 0,14–0,57
Словакия 0,58 0,14–2,42

Рак ВДПО ОР (A/G vs A/A) 95 % ДИ
0,44 0,26–0,73

Локализация (χ2
3 = 2,27; р = 0,52)

Полость рта 0,21 0,05–0,85
Глотка 0,51 0,18–1,45
Гортань 0,46 0,21–1,01
Пищевод 0,80 0,34–1,87

Курение (χ2
2 = 1,027; р = 0,60)

Некурящие 0,90 0,20–4,06
Бросившие курить 0,53 0,12–2,26
Курящие 0,38 0,21–0,67

Страна (χ2
3 = 0,53; р = 0,91)

Чехия 0,71  0,09–5,84
Венгрия –
Польша 0,38 0,13–1,07
Румыния 1,10 0,10–12,6
Россия 0,41 0,21–0,79
Словакия –

0,1  0,2     0,5   1,0         2,0         5,0
ОР

0,05          0,20              1,00                 5,0
ОР

тельство редкого варианта повышало риск развития 
рака почки [30].

Влияние полиморфизма гена CHEК2 на риск раз-
вития рака легкого, почки и ВДПО, а именно эффект 
носительства редкого гетерозиготного варианта (T/C), 
был изучен методом случай–контроль в странах Цент-
ральной и Восточной Европы [31]. Генотип Т/С был 
выявлен у 5 % лиц контрольной группы (n = 2934). 
Однако частота встречаемости этого генотипа значи-
тельно варьировала: была наиболее высокой в россий-
ской контрольной группе (7,6 %) и низкой в румын-
ской (1,0 %) (тест на гетерогенность P 0,0000001). 
У обладателей гетерозиготного генотипа Т/С отмечали 
выраженное и статистически достоверное снижение 
риска развития рака легкого (ОР 0,44; 95 % ДИ 0,31–
0,63; P < 0,00001) и ВДПО (ОР 0,44; 95 % ДИ 0,26–
0,73; P 0,001) по сравнению с носителями распростра-
ненного генотипа Т/Т. Значительное и статистически 
достоверное снижение риска развития рака легкого 
и ВДПО было обнаружено в российской (ОР 0,3; 95 % 
ДИ 0,1–0,6), венгерской (ОР 0,4; 95 % ДИ 0,1–1,0) 
и польской (ОР 0,5; 95 % ДИ 0,3–0,9) популяциях, где 
частота гетерозиготного генотипа Т/С достаточно вы-
сока (3,1–7,6 %), но не в чешской и румынской попу-
ляциях, в которых этот генотип встречается редко (1,0–
2,5 %) (см. рисунок).

Влияние генотипа CHECK2 было неодинаково для 
разных гистологических форм рака (P на гетероген-
ность 0,001). Носительство генотипа T/C было свя зано 
со значительным снижением риска развития плоскокле-
точного рака (OР 0,20; 95 % ДИ 0,10–0,38; P 0,00001), 
Снижение риска было менее выраженным для мелкокле-
точного рака (OР 0,43; 95 % ДИ 0,19–0,98) и отсутствова-
ло для аденокарциномы (OР 0,87; 95 % ДИ 0,52–1,45).

Кроме того, риск развития рака легкого (ОР 0,37; 
95 % ДИ 0,24–0,58; P 0,00001) и ВДПО (ОР 0,38; 95 % 
ДИ 0,21–0,67; P 0,001) был снижен только среди ку-
рящих лиц, но не среди бросивших курить и никогда 
не куривших. Среди некурящих носителей варианта 
C/T риск развития рака легкого составлял 0,66 (95 % 
ДИ 0,23–1,96), а рака ВДПО – 0,90 (95 % ДИ 0,20–4,06) 
(см. рисунок).

Выявленный протективный эффект варианта 
Т/С гена CHECK2, значительно более выраженный 
среди курящих по сравнению с никогда не куривши-
ми и бросившими курить, свидетельствует о интер-
акции между наследственностью и влиянием внешних 
факторов в этиологии злокачественных опухолей.

Таким образом, большинство спонтанных опухолей 
человека развиваются в результате комбинированного эф-
фекта генетического полиморфизма и внешних факто-
ров, взаимодействия эндогенных и экзогенных факторов.
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Генетические и эпигенетические механизмы регуляции 
вирусов папиллом человека

С. В. Винокурова
НИИ канцерогенеза ФГБУ «РОНЦ им. Н. Н. Блохина» Минздрава России;  

Россия, 115478, Москва, Каширское шоссе, 24

Контакты: Светлана Владимировна Винокурова vinokourova@mail.ru

Инфекция вирусом папиллом человека (human papillomavirus, HPV) высокого канцерогенного риска является этиологическим фак-
тором некоторых видов опухолей аногенитальной области и опухолей головы и шеи. Многочисленные эпидемиологические иссле-
дования показали связь длительно персистирующей инфекции HPV высокого канцерогенного риска с последующим развитием рака 
шейки матки и опухолей других локализаций. Экспериментальные данные с использованием цервикальных клеточных моделей 
и клинических образцов опухолей шейки матки продемонстрировали, что более чем в 99 % клинических образцов рака шейки 
матки вирусные онкогены Е6 и Е7 сохраняются и экспрессируются. Вирусные онкогены могут трансформировать кератиноциты 
в экспериментах in vitro; их ингибирование приводит к подавлению неопластического роста клеток. Молекулярные механизмы 
иммортализации и трансформации вирусными онкогенами Е6 и Е7 достаточно хорошо исследованы. Однако остаются неясными 
механизмы дерегуляции экспрессии вирусных онкогенов, приводящие к переходу от продуктивного вирусного цикла к трансфор-
мации плоскоклеточного эпителия. В настоящем обзоре описано современное представление о продуктивном вирусном цикле 
и обсуждаются потенциальные молекулярные механизмы, вызывающие инициацию процесса трансформации нормального эпите-
лия в неопластические предраковые поражения. Выяснение молекулярных механизмов, необходимых для неопластической транс-
формации HPV-инфицированных нормальных клеток в опухолевые, может предоставить основу для концептуально новых тера-
певтических подходов лечения HPV-ассоциированных опухолей.

Ключевые слова: вирус папилломы человека, вирус папилломы высокого канцерогенного риска, HPV-ассоциированная опухоль, рак 
шейки матки, интеграция вирусного генома, метилирование вирусного генома
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Genetic and epigenetic mechanisms of regulation of human papillomavirus

S. V. Vinokurova

Research Institute of Carcinogenesis, N.N. Blokhin Russian Cancer Research Center, Ministry of Health of Russia;  
24 Kashirskoe Shosse, Moscow, 115478, Russia

Infections with high-risk human papillomaviruses (HPV) are the etiological factor of certain types of human cancers in anogenital tract and 
head and neck cancers. Extensive epidemiological studies demonstrated the association of persistent high-risk HPV infection and the later 
development of cervical and other cancers. Experimental data using cell lines models and cervical cancers demonstrate that in more than 
99 % of clinical samples the viral E6 and E7 genes are retained and expressed. These genes can transform human cells and inhibition 
of their expression in cancer cells results in loss of neoplastic growth properties. Molecular mechanisms of immortalization and transforma-
tion by E6 and E7 have extensively been investigated. However, the mechanism of E6 and E7 deregulation that triggers the shift from permis-
sive infection to neoplastic transforming infection is still unclear. This review describes the current knowledge about the viral life cycle and 
discusses the molecular mechanisms that potentially allow the virus to escape its normal control and may trigger neoplastic progression. 
The molecular clarification of these events required for transformation of HPV-infected cells into cancer will provide a basis for conceptually 
novel diagnostic and therapeutic strategies and approaches.

Key words: human papillomavirus, high-risk papillomavirus, HPV-associated cancer, cervical cancer, viral genome integration, viral ge-
nome methylation

Вирусы папиллом и их ассоциация с болезнями человека
Вирусы папиллом относятся к семейству Papilloma-

viridae, являются эпителиотропными вирусами и пред-
ставляют собой одну из наиболее гетерогенных групп 
вирусов, которые инфицируют как человека, так и жи-
вотных. В настоящее время известно более 189 типов 
вирусов папиллом, из них 120 относятся к вирусам па-
пиллом человека (human papillomaviruses, HPV) [1].

HPV инфицируют базальные клетки плоскоклеточ-
ного эпителия кожных или слизистых покровов рото-
вой и генитальной областей. В связи с этим их подра-
зделяют на кожные и мукозальные. Из 189 типов HPV 
около 40 инфицируют слизистый эпителий гениталь-
ного тракта [1]. По степени риска развития онкологи-
ческих заболеваний их подразделяют на 2 основные 
группы: высокого (high-risk human papillomaviruses, 
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HR-HPV) и низкого (low-risk human papillomaviruses, 
LR-HPV) канцерогенного риска. К HR-HPV относят 
HPV 16, 18, 31, 33, 34, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 
68 и 70-го типов, к LR-HPV – 6, 11, 42, 43 и 44-го ти-
пов [2].

Наиболее частые проявления инфекции, вызван-
ные HPV, поражающими кожный эпителий, – бородав-
ки и папилломы [3]. К доброкачественным поражениям 
слизистого эпителия генитальной области относятся 
остроконечные кондиломы, которые вызываются LR-
HPV, такими как HPV 6-го и 11-го типов. Однако и дру-
гие типы HPV, включая HPV 2, 16 и 18-го типов, могут 
вызывать образование генитальных кондилом.

Пристальное внимание исследователей к HPV свя-
зано с HPV-ассоциированными опухолями, наиболее 
значимыми из которых являются рак шейки матки, 
опухоли аногенитальной области и ротоглотки [4–6]. 
Ассоциация HPV с опухолевыми заболеваниями чело-
века наиболее хорошо изучена для рака шейки матки. 
Частота обнаружения HR-HPV в инвазивных опухолях 
шейки матки составляет около 99 %, в опухолях ану-
са – 96 %, вульвы – 90 %, влагалища – 85 %.

Только 50 % опухолей ротоглотки ассоциированы 
с HR-HPV, преимущественно с HPV 16-го типа. HPV-
ассоциированные карциномы ротоглотки представля-
ют собой отдельную группу опухолей, отличающуюся 
по молекулярно-биологическим и клиническим ха-
рактеристикам от HPV-негативных опухолей [3]. В на-
стоящее время также активно обсуждается роль HPV 
в инициации некоторых видов рака кожи человека [7].

Структура генома вируса папилломы человека
Вирусные частицы имеют у всех HPV сходную без-

оболочечную икосаэдрическую структуру диаметром 
50–60 нм. Геном HPV представляет собой двуцепочеч-
ную кольцевую молекулу ДНК (эписому) размером 
около 8000 пар оснований, которая содержит 8–10 ра-
мок считывания (рис. 1). В геноме HPV выделяют не-
сколько основных районов: некодирующий регулятор-
ный участок (upstream regulatory region, URR), участок, 
кодирующий ранние гены E1–E5 (E – early genes), 
и участок, кодирующий поздние гены L1 и L2 (L – late 
genes) [8, 9]. Рамки считывания в вирусном геноме 
разделяют на ранние и поздние в зависимости от вре-
мени начала экспрессии в период нормального вирус-
ного цикла.

Ранние гены E1 и E2 вовлечены в контроль вирус-
ной репликации. E1 кодирует вирусоспецифическую 
ДНК-хеликазу, необходимую для вирусной реплика-
ции. E2, который может связываться как с вирусной, 
так и с клеточной ДНК, является ключевым регулято-
ром вирусной транскрипции и репликации, а также 
гарантирует правильное распределение вирусных ге-
номов в каждую из дочерних клеток во время деления. 
Продукт гена E5 обеспечивает механизмы иммунной 
эвазии и оптимизации эффективности амплификации 
генома. Белок E4 играет важную роль в созревании 

вирусных частиц и высвобождении вируса с поверх-
ности эпителия. E6 и E7 являются вирусными онко-
белками и играют ключевую роль в период нормаль-
ного продуктивного вирусного цикла, взаимодействуя 
с белками-супрессорами клеточного цикла p53 и pRB 
в инфицированном эпителии [4, 10]. 

Поздние гены L1 и L2 кодируют малый и главный 
капсидные белки.

URR располагается между L1 и началом ранней 
области, содержит промоторные элементы, сайты свя-
зывания факторов транскрипции (включая палинд-
ромные последовательности, распознаваемые вирус-
ным белком Е2) и вирусную точку начала репликации, 
с которой связывается E1 [3].

Различные виды вирусной инфекции:  
латентная, продуктивная и трансформирующая
Способность различных типов HPV осуществлять 

продуктивный вирусный цикл зависит от процесса 
дифференцировки плоскоклеточного эпителия. Об-
щие принципы организации вирусного цикла сходны 
для всех HPV. Для инфицирования HPV необходимы 
микротравмы и повреждения эпителия, приводящие 
к инфицированию базальных и парабазальных мито-
тически активных клеток эпителия, способных под-
держивать персистенцию вируса [11]. Далее наступает 
фаза первоначальной амплификации вирусного гено-
ма для поддержания небольшого (50–100) количества 
копий вирусной эписомы в клетках. На этой стадии, 
называемой латентной инфекцией, вирус не вы зывает 
цитопатологических эффектов в инфицированном 
эпителии и клинически не проявляется, экспрессия ви-

Рис. 1. Структура генома вируса папилломы. Гены обозначены стрел-
ками, указывающими направление считывания. E1, E2, E4, E5, E6 
и E7 – ранние гены, L1 и L2 – поздние гены. URR – регуляторная по-
следовательность вирусного генома
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русных генов отсутствует или находится на очень низ-
ком уровне (рис. 2) [12].

Однако в некоторых инфицированных клетках 
происходит активация экспрессии вирусных генов и за-
пуск механизмов вирусной репликации и инициации 
продуктивной вирусной инфекции. Клиническое про-
явление продуктивной инфекции – возникновение 
межэпителиальных неоплазий I степени (для шейки 
матки – цервикальной интраэпителиальной неоплазии 
шейки матки I степени (cervical intraepithelial neo plasia, 
CIN1)). Молекулярные механизмы, контролирующие 
латентную и продуктивную инфекции, в настоящее 
время недостаточно изучены [13]. С началом вирусной 
экспрессии ранний промотор (p97 для HPV 16 и 31-го 
типов, p107 для HPV 18-го типа) регулирует экспрес-
сию вирусных онкобелков, а также белков, вовлечен-
ных в репликацию E1 и E2, поддерживая их низкий 
и сбалансированный уровень [14]. Сбалансированная 
экспрессия ранних генов (E1, E2, E6, E7) позволяет 
поддерживать низкий, но четко контролируемый уро-
вень вирусной репликации, которая на этом этапе син-
хронизирована с делением клеток эпителия хозяина [10].

В этой связи вирусный белок E2 работает как 
мультифункциональный полипептид, играющий кри-
тическую роль в вирусной репликации и регуляции 
транскрипции с раннего промотора [15]. E2 имеет 4 кон-
сервативных сайта связывания (E2 binding sites, E2BS) 
в URR с различной аффинностью. При низких кон-
центрациях Е2, связываясь с высокоаффинным сайтом 
E2BS-1, активирует транскрипцию с раннего промо-
тора, приводящую к увеличению экспрессии ранних 

генов E6 и E7, и самого E2. При высоких концентра-
циях E2 связывается с низкоаффинными про-
ксимальными сайтами Е2BS-2, -3 и подавляет активность 
раннего промотора за счет вытеснения клеточных Sp1- 
и TBP-активирующих транскрипционных факторов 
с их сайтов связывания [16, 17].

Таким образом, при нормальном вирусном цикле 
осуществляется тонкая регуляция активности раннего 
промотора и поддерживается равновесие в экспрессии 
вирусных онкогенов Е6 и Е7 [18–20].

Вирусные онкобелки E6 и E7 при нормальном ви-
русном цикле вовлечены в поддержание репликации 
эписомального вирусного генома за счет взаимодейст-
вия с регуляторами клеточного цикла, такими как p53-, 
pRB- и PDZ-доменсодержащими белками и многими 
другими клеточными факторами [21].

Механизм репликации находится в активном состо-
янии в пролиферирующих базальных клетках эпителия, 
тогда как в постмитотических дифференцирующихся 
клетках промежуточного поверхностного слоя эпите-
лия «репликативная машина» клетки не работает [22]. 
HPV обладают способностью преодолевать блокиров-
ку синтеза ДНК, происходящую во время дифферен-
цировки плоскоклеточного эпителия [23]. Для завер-
шения вирусного цикла HPV должны воспроизвести 
свой геном и упаковать его в вирусные частицы. Для 
этого необходимы активация как раннего, так и позд-
него промоторов, и повышение экспрессии вирусных 
белков (E1, E2, E4 и E5), вовлеченных в репликацию 
и созревание вирусного капсида [24]. Это происходит 
в промежуточных и верхних слоях эпителия, где про-

Рис. 2. Схематическое представление различных типов вирусной инфекции [13]

Специфический паттерн метилирования вирусного генома на всех стадиях вирусной инфекции

Дерегуляция Е6 и Е7

Дерегуляция Е6/Е7

Эписома

Интеграция
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цесс дифференцировки уже начался. Как только ин-
фицированные клетки достигают стадии терминальной 
дифференцировки, в поверхностных слоях эпителия 
вирусные капсидные белки L1 и L2 обеспечивают сбор-
ку вирусных частиц [25, 26]. HPV не являются литиче-
скими вирусами, и высвобождение новообразованных 
вирусных частиц происходит вместе с физиологиче-
ским слущиванием верхних слоев плоскоклеточного 
эпителия.

HPV-инфекция может прогрессировать в опре-
деленных клетках в трансформирующую инфекцию 
и, в конечном счете, в инвазивные опухоли (см. рис. 2). 
Процесс трансформации происходит преимуществен-
но в специфической зоне перехода плоскоклеточного 
и цилиндрического эпителия (зона трансформации шей-
ки матки). Особая предрасположенность зоны транс-
формации шейки матки к развитию опухолей, возмож-
но, связана с тем, что в этой зоне находятся кубические 
стволовые клетки, которые, как полагают, могут быть 
наиболее чувствительны к трансформации после ин-
фекции HR-HPV [27].

Ключевой механизм перехода продуктивной ин-
фекции HR-HPV в трансформирующую – повышение 
экспрессии вирусных трансформирующих белков E6 
и E7 в базальных и парабазальных клетках плоскокле-
точного эпителия. Высокий уровень онкобелков HR-
HPV E6 и E7 в клетках нарушает антипролифератив-
ный клеточный механизм и индуцирует хромосомную 
нестабильность [28, 29], что является ключевым событи-
ем, запускающим каскад канцерогенной прогрессии [9].

Молекулярные механизмы, приводящие к неконт-
ролируемой экспрессии вирусных генов, в настоящее 
время недостаточно ясны. Существует несколько раз-
личных концепций, объясняющих нарушение регуля-
ции экспрессии вирусных генов.

Генетическая регуляция
Наиболее распространенная до недавнего времени 

концепция предполагает, что интеграция генома HPV 
и разрыв рамки считывания E2 приводят к нарушению 
регуляторной функции Е2 [30, 31]. Поскольку высо-
кий уровень E2 ингибирует транскрипционную актив-
ность URR HPV, интеграция вирусного генома приводит 
к нарушению негативного контроля и повышенной 
экспрессии вирусных онкогенов Е6 и Е7 на ранней 
стадии вирусной трансформации [15]. Однако эта кон-
цепция противоречит недавним исследованиям, по-
казавшим, что даже злокачественные инвазивные 
HPV-ассоциированные опухоли содержат вирусный 
геном в эписомальной, а не интегрированной форме 
[32–34] и экспрессируют полноразмерный белок Е2 
[35]. Более того, интеграция вирусного генома явля-
ется поздним событием в прогрессии пренеопласти-
ческих интраэпителиальных поражений в инвазивные 
опухоли [32, 33].

Если интеграция вирусного генома – иницииру-
ющее событие в дерегуляции экспрессии генов E6 и E7, 

то интеграция HPV должна существенно предшество-
вать переходу из пермиссивной в трансформирующую 
инфекцию. Трансформирующая инфекция возникает 
на ранних этапах развития предопухолевых состояний, 
таких как CIN1. Это подтверждается иммуногистохи-
мическими исследованиями с использованием p16INK4a, 
суррогатного маркера трансформирующей инфекции 
HR-HPV [36, 37]. p16INK4a-положительные клетки по-
являются уже в CIN1 как субклоны в пермиссивных 
реплицирующих HPV-поражениях [36, 38]. Эти клет-
ки представляют собой ранние стадии HPV-индуци-
рованной трансформации, которые, разрастаясь, дают 
начало прогрессирующим поражениям II и III степе-
ней (CIN2 и CIN3) и, в конечном счете инвазивным 
опухолям. Идентификация p16INK4a-положительных 
клонов значительно раньше интеграции вирусного 
генома доказывает, что последняя является не причи-
ной, а следствием дерегуляции вирусных онкогенов 
и связанной с этим процессом трансформации. Таким 
образом, возможно, какие-то альтернативные меха-
низмы принимают участие в нарушении контролиру-
емой экспрессии вирусных онкогенов и инициируют 
процесс перехода из пермиссивной инфекции HPV 
в трансформирующую. На основании последних данных 
можно предположить, что эпигенетические модифи-
кации вирусного генома, например ДНК-метилиро-
вание, могут участвовать в механизме регуляции ви-
русного генома.

Эпигенетические механизмы  
регуляции
ДНК-метилирование – важный эпигенетический 

механизм регуляции транскрипционной активности 
генома. Метилирование цитозина в положении 5’ в со-
ставе CpG-динуклеотидов является одной из наиболее 
распространенных модификаций ДНК, около 70 % 
динуклеотидов в геноме человека метилированы [39]. 
CpG-динуклеотиды недостаточно представлены в ге-
номе, за исключением коротких последовательностей 
ДНК, известных как CpG-островки. CpG-ос тров ки 
– GC-богатые последовательности (> 50 % CpG) ДНК 
длиной от 200 до нескольких тысяч пар нуклео тидов, 
часто ассоциированные с промоторами и первыми эк-
зонами клеточных генов. В отличие от основной части 
ДНК CpG-сайты в островках преимущественно неме-
тилированы [40]. Функциональные исследования де-
монстрируют, что гиперметилирование CpG-островков 
в составе промоторов генов связано с транскрипцион-
ной репрессией гена [41–43].

Контроль экспрессии генов за счет эпигенетичес-
ких модификаций различных ДНК-последовательнос-
тей является фундаментальным процессом, который 
влияет на эмбриональное развитие, клеточную диф-
ференцировку и старение и другие ключевые биоло-
гические процессы [44]. Кроме того, изменения и на-
рушения эпигенетических регуляторных механизмов, 
особенно метилирования ДНК, играют существенную 
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роль в возникновении и прогрессировании опухолей 
[45, 46].

За последние годы расширилось понимание роли 
межгенного метилирования (intragenic methylation, 
IGM) ДНК и метилирования кодирующих участков 
гена («тела гена») в регуляции и эффективности транс-
крипции. Показано, что метилирование кодирующих 
участков гена положительно коррелирует с уровнем 
экспрессии [47]. Предполагается, что IGM может по-
давлять инициацию транскрипции с альтернативных 
сайтов [48], модифицировать эффективность транс-
крипции с помощью РНК-полимеразы II и транс-
крипционных комплексов [49], изменять поло жение 
нуклеосом [50] и влиять на сплайсинг [51–53]. Таким 
образом, метилирование отдельных участков генома 
может приводить как к супрессии, так и к активации 
генов в зависимости от локализации метилирования 
ДНК. В целом геном опухолевых клеток имеет тенден-
цию к гипометилированию наряду с гиперметилиро-
ванием промоторов генов и специфических IGM-
сайтов [54, 55].

Метилирование генома  
вируса папилломы
Многочисленные исследования позволяют пред-

положить, что метилирование ДНК – один из важней-
ших регуляторных механизмов экспрессии генов HPV 
на различных стадиях вирусной инфекции: нормаль-
ного вирусного цикла и вирусной трансформации.

Потенциальные мишени для ДНК-метилирова-
ния – CpG-динуклеотиды – недостаточно представ-
лены в геноме вируса папиллом, что является эволю-
ционным механизмом, выработанным вирусами для 
противодействия клеточному защитному механизму 
метилирования чужеродного генетического материала 
[56, 57]. Однако анализ распределения CpG-динуклео-
тидов и CpG-островков среди 92 различных типов 
HPV указывает на специфическую локализацию CpG 
в различных участках вирусного генома, таких как 
ранние и поздние гены, и на существующие различия 
между мукозальными и кожными HPVs и HR-HPV 
и LR-HPV [57]. Эти данные показывают возможные 
различия в чувствительности к метилированию раз-
личных типов HPV, отличающихся тропизмом и кан-
церогенным риском. Более того, детальное исследо-
вание сайтов связывания вирусного белка E2 среди 73 
типов HPV демонстрирует существование очевидного 
давления эволюционного отбора, способствующего 
сохранению CpG-динуклеотидов в сайтах связывания 
Е2 для всех типов HPV, что указывает на функцио-
нальную значимость метилирования этих сайтов для 
нормального вирусного цикла [58].

Первое доказательство того, что метилирование 
ДНК – важный регуляторный механизм, модулирую-
щий HPV-экспрессию, было получено в эксперимен-
тах in vitro, демонстрирующих, что транскрипционная 
активность HPV 18-го типа URR подавляется метили-

рованием [59]. Позже было показано, что способность 
белка Е2 связываться с консенсусным сайтом in vitro 
блокируется метилированием CpG-динуклеотидов [60]. 
Эти данные позволяют предположить, что метилиро-
вание препятствует регуляторной функции E2 за счет 
блокирования связывания с E2BS и изменяет транс-
крипцию ранних генов, включая вирусные онкогены 
E6 и E7 [61, 62].

Многочисленные исследования продемонстриро-
вали увеличение метилирования специфических CpG 
в процессе прогрессии CIN [62–66]. Гиперметилирова-
ние определенных CpG-сайтов в последовательностях 
L1, L2 и E2/E4 HPV 16-го типа предлагают использо-
вать как диагностический, так и прогностический мар-
керы прогрессии предраковых цервикальных пораже-
ний [67, 68]. Сходные результаты, полученные для 
других типов HPV (18, 31 и 45-го типов), указывают на 
то, что метилирование последовательностей L1 и L2 
канцерогенных типов HPV является общим свойст-
вом, которое потенциально может быть использовано 
как диагностический маркер для детекции предрако-
вых цервикальных поражений [67].

Эти данные позволяют предположить, что мети-
лирование генома HPV может играть существенную 
роль в контроле вирусной транскрипции и реплика-
ции во время продуктивного вирусного цикла и нео-
пластической трансформации.

В процессе поиска эпигенетических механизмов 
регуляции экспрессии и репликации эписомальной 
формы генома HPV было установлено, что паттерн 
метилирования HPV 16-го типа специфически ме-
няется в жизненном цикле вируса в процессе диффе-
ренцировки плоскоклеточного эпителия, а также при 
трансформирующей инфекции (рис. 3) [69]. При транс-
формации эпителия было обнаружено существен-
ное увеличение метилирования дистального (E2BS-1) 
и проксимальных (E2BS-3 и -4) сайтов связывания 
вирусного белка Е2. В культуре клеток было подтвер-
ждено, что метилирование дистального сайта связы-
вания Е2 (E2BS-1) приводит к существенной актива-
ции раннего промотора и увеличению экспрессии 
вирусных онкогенов. При трансформирующей ин-
фекции метилирование HPV 16-го типа URR (осо-
бенно метилирование E2BS-1, -3 и -4) зависит от ста-
туса HPV [70].

Кроме того, на модели HPV 31-го типа было пока-
зано, что активация раннего и позднего промоторов 
зависит от изменения модификаций гистонов во вре-
мя дифференцировки кератиноцитов [71].

Таким образом, участие не только генетических 
(мутационных), но и эпигенетических событий в на-
рушении экспрессии вирусных генов в канцерогенезе 
не вызывает сомнений.

Выявление механизмов дерегуляции вирусных онко-
генов имеет значение не только для понимания меха-
низмов канцерогенеза, но и для разработки диагно-
стических и медикаментозных подходов в лечении 
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предопухолевых стадий развития рака шейки матки 
и других HPV-ассоциированных опухолей. В связи 
с этим перспективным и актуальным является изучение 
роли метилирования ДНК в регуляции генома HPV. 
Деметилирующие агенты могут стать новыми и срав-
нительно дешевыми препаратами для лечения интра-

Рис. 3. Изменение паттерна метилирования во время латентной, продуктивной и трансформирующей инфекции [по 69]. Статус метилирования 
регуляторного участка HPV 16-го типа определяли методом бисульфитного секвенирования. Из микродиссецированного эпителия шейки матки 
с различной степенью дифференцировки: базальный (низкодифференцированный), парабазальный и поверхностный (терминально дифференцирован-
ный) были получены 12 клонов. В регуляторном участке HPV 16-го типа расположены 16 CpG-динуклеотидов. Белые и черные круги – неметилиро-
ванные и метилированные CpG соответственно. При латентной инфекции все 16 CpG гиперметилированы независимо от степени дифференцировки 
эпителия. При пермиссивной инфекции паттерн метилирования существенно отличается от латентной инфекции. В низкодифференцированных 
базальных клетках энхансер частично метилирован, и в процессе дифференцировки происходит деметилирование вирусного энхансера. Вирусный 
промотор в базальных и парабазальных клетках неметилирован. В высокодифференцированных поверхностных слоях эпителия происходит гипер-
метилирование промотора, которое, возможно, связано с супрессией раннего промотора в поверхностных слоях эпителия. Процесс трансформации 
эпителия ассоциирован с метилированием 3 из 4 сайтов связывания вирусных регуляторных белков E2BS-1, -3 и -4, указанных красными стрелками
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эпителиальных неоплазий и профилактики развития 
рака шейки матки и других HPV-ассоциированных 
заболеваний.

Работа поддержана грантом Российского фонда 
фундаментальных исследований № 15-04-07769а.
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Опухолевые стволовые клетки мультиформной 
глиобластомы

З. Н. Никифорова1, И. А. Кудрявцев1, Н. Е. Арноцкая1, И. С. Брюховецкий2, 3, В. Е. Шевченко1
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3ФГБУН «Институт биологии моря им. А. В. Жирмунского» Дальневосточного отделения Российской академии наук;  

Россия, 690059, Владивосток, ул. Пальчевского, 17

Контакты: Зоя Николаевна Никифорова zojanik@rambler.ru

Мультиформная глиобластома IV степени злокачественности по классификации Всемирной организации здравоохранения являет-
ся наиболее распространенной первичной опухолью головного мозга с медианой выживаемости примерно 15–25 мес после лечения. 
Опухоль после хирургического лечения часто рецидивирует и резистентна к химио- и лучевой терапии. Мультиформная глиобласто-
ма представляет собой высокодифференцированную гетерогенную клеточную популяцию, способную образовывать опухолевые ство-
ловые клетки (ОСК), и подразделяется на 4 молекулярных подтипа: пронейральный, нейральный, классический и мезенхимальный. 
Несмотря на ряд успехов в изучении механизмов, приводящих к образованию наиболее злокачественных подтипов опухоли, не ясны. 
Цель работы – обобщение современных сведений о роли и биологических особенностях ОСК в опухолевой прогрессии и патогенезе 
мультиформной глиобластомы. 
Способность ОСК к образованию ниш с клетками эндотелия и микроокружением объясняет их основные свойства: пластичность 
фенотипа, адгезию, выживание и резистентность к стандартному противоопухолевому лечению. Наличие аберрантных сигнальных 
путей (Notch, Hedgehog-Gli, Wnt/β-катенин, TGF-β/SMAD, PI3K/Akt/mTOR) как в самой опухоли, так и в популяции ОСК, дисрегуля-
ция микроРНК (miR-21, miR-128, miR-326, miR-34a и др.), влияние эпителиально-мезенхимального перехода объясняют характерные 
биологические характеристики ОСК. При разработке препаратов, направленных против ОСК, нужно учитывать влияние проводимой 
терапии и на нормальные стволовые клетки. Найденные за последнее десятилетие регуляторные механизмы и маркеры могут служить 
основой для создания новых лекарственных препаратов таргетного действия при лечении мультиформных глиобластом.

Ключевые слова: мультиформная глиобластома, опухолевая стволовая клетка, маркер CD133+, Notch-сигнальный путь, Hedgehog-Gli-
сигнальный путь, Wnt/β-катенин-сигнальный путь, TGF-β/SMAD-сигнальный путь, эпителиально-мезенхимальный переход, микроРНК
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Tumor stem cells from glioblastoma multiforme

Z. N. Nikiforova1, I. A. Kudryavtsev1, N. E. Arnotskaya1, I. S. Bryukhovetskiy2, 3, V. E. Shevchenko1

1Research Institute of Carcinogenesis, N.N. Blokhin Russian Cancer Research Center, Ministry of Health of Russia;  
24 Kashirskoe Shosse, Moscow, 115478, Russia; 
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Glioblastoma multiforme, a World Health Organization grade IV malignant glioma, is the most common and lethal primary brain tumor with 
the median survival of approximately 15–25 months after treatment. Glioblastoma multiforme has been shown to be resistant to radiotherapy 
and chemotherapy and invariably recurs following surgical resection and chemoradiation. The characteristics of this tumor are exemplified 
by heterogeneous cell population with diverse biologic properties and genetic changes, the ability to form cancer stem cells (CSC) and divided 
into four molecular subtypes – proneural, neural, classical and mesenchymal. Despite some success, the mechanisms leading to the forma-
tion of the most malignant tumor subtype are unclear. The aim of this review was a synthesis of modern information about the role and bio-
logical characteristics of tumor stem cells in tumor progression and the pathogenesis of glioblastoma multiforme. CSCs reside in niches, which 
are anatomically distinct regions within the tumor microenvironment. These niches maintain the principle properties of CSCs, preserve their 
phenotypic plasticity, adhesion, survival, resistance to standard cancer treatment and metastatic potential. The presence of aberrant signal-
ing pathways (Notch, Hedgehog-Gli, Wnt/β-catenin, TGF-β/SMAD, PI3K/Akt/mTOR), both in the tumor and in the population of CSC, 
the dysregulation of microRNAs (miR-21, miR-128, miR-326, miR-34a), influence of epithelial-to-mesenchymal transition explains 
the availability of typical biological characteristics of the CSC. One needs to consider the influence of the therapy on normal stem cells 
in the development of drugs directed against the CSC. Regulatory mechanisms and markers found over the last decade can be used as the ba-
sis for creation of the new drugs with targeted action in the treatment of glioblastoma multiforme.

Key words: glioblastoma multiforme, cancer stem cell, CD 133+ marker, Notch-signaling pathway, Hedgehog-Gli-signaling pathway, Wnt/
β-catenin-signaling pathway, TGF-β/SMAD-signaling pathway, epithelial – mesenchymal transition, microRNA
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Введение
Наиболее распространенная и злокачественная 

первичная опухоль центральной нервной системы – 
мультиформная глиобластома, или астроцитома, IV сте-
пени злокачественности по классификации Всемирной 
организации здравоохранения [1]. Мультиформная 
глиобластома является одной из первых патологий, 
чей геномный профиль был отражен в проекте TCGA 
(The Cancer Genome Atlas), она характеризуется гете-
рогенной клеточной популяцией с различными био-
логическими свойствами и генетическими изменениями 
[2, 3]. Выделяют 4 молекулярных подтипа глиобластом: 
пронейральный, нейральный, классический и мезен-
химальный [1, 3]. Данная опухоль представляет собой 
гетерогенную клеточную популяцию с различными 
биологическими свойствами и генетическими изме-
нениями [2]. В настоящее время, несмотря на прогресс 
в терапии (химио-, лучевая терапия), прогноз для боль-
ных глиобластомой – один из самых неблагоприятных 
в онкологии [3, 4]. Резистентность к противоопухоле-
вому лечению связывают с 1–5 % популяцией клеток, 
которые называют опухолевые стволовые клетки (ОСК) 
[1, 4]. Впервые ОСК были обнаружены при остром 
миелоидном лейкозе. Затем они были выявлены при 
раке молочной железы и центральной нервной систе-
мы. Нейральные стволовые и нейральные прогени-
торные клетки головного мозга человека рассматри-
ваются большинством исследователей как наиболее 
вероятный источник возникновения злокачественных 
глиом [5].

В организме стволовые клетки обнаруживают 
в нишах, представляющих собой анатомическую субъ-
единицу тканевого компартмента [6]. ОСК активно 
взаимодействуют с микроокружением ниши, интакт-
ными структурами головного мозга и используют их 
в глиомогенезе. В нишах ОСК подвергаются диффе-
ренцировке и образуют гетерогенную популяцию опу-
холевых клеток. Это объясняет существование попу-
ляции клеток с различным опухолевым потенциалом. 
В нишах обеспечивается самоподдержание и длитель-
ное пребывание ОСК в состоянии покоя. Взаимо-
действие клеток эндотелия и ОСК в нишах обеспечи-
вают сигнальные пути (Notch), факторы роста (VEGF) 
и микроРНК [7].

Таким образом, ОСК имеют ряд особенностей, 
понимание которых может иметь большое значение 
для совершенствования подходов при создании инно-
вационных технологий противоопухолевой терапии 
злокачественных глиом [8]. Хотя ОСК проходят такие 
же пути пролиферации и дифференцировки, как и нор-
мальные стволовые клетки, они участвуют в стимуля-
ции канцерогенеза: появляется все больше доказа-
тельств того, что они способствуют прогрессии [9] 
и метастазированию опухоли [10]. Эти клетки вызы-
вают развитие опухоли у иммунокомпрометированных 
мышей и дифференцируются в клетки, образующие 
опухоль [11, 12]. ОСК обладают высокой способно-

стью к инвазии, стимулируют образование кровенос-
ных сосудов как внутри опухолевого очага, так и по 
периферии, выделяют факторы подвижности клеток 
[6, 13, 14], а также характеризуются наличием рези-
стентности к химио- и радиотерапии из-за гиперэкс-
прессии генов множественной лекарственной устой-
чивости.

Молекулярные маркеры опухолевых стволовых клеток 
мультиформной глиобластомы
ОСК выявляют по способности экспрессировать 

CD133 – белок клеточной поверхности 120 кДа – из-
вестный как проминин 1, который также является 
маркером нейральных стволовых клеток человека [15, 
16]. Помимо CD133 на своей поверхности ОСК экс-
прессируют CD15, A2B5, молекулы адгезии L1CAM 
[16], нестин, подопланин (PDPN) и интегрин альфа 6 
(CD49f) [17] (табл. 1). В процессах миграции, инвазии 
и индукции роста опухоли активное участие принима-
ют металлопротеиназы МMР-2 и МТ-1МMP, экспрес-
сирующиеся ОСК глиобластомы.

Нормальная стволовая клетка может трансформи-
роваться в ОСК через нарушение путей пролиферации 
и дифференцировки, контролирующих ее. В патогенез 
мультиформной глиобластомы вовлечены гены (PTEN, 
EGFR, p53, CDK4, CDKN2A/B, MDM2, MDM4, PTEN, 
PDGFR, PDGFRA, GLI1, NF1, RB1, KIT, PI3K, PIK3C2B), 
регулирующие пролиферацию, апоптоз, клеточный 
цикл (см. табл. 1) [1, 2]. Один из важнейших онко-
супрессоров PTEN активно вовлечен в процессы ней-
рогенеза в мозге взрослого человека [24]. Мутантный 
белок р53 в стволовых клетках мультиформной глио-
бластомы аналогичен таковому в нейральных стволо-
вых и прогениторных клетках [25]. Изменения в сиг-
нальном пути р53 включают мутации и делеции из р53, 
гомозиготную делецию CDKN2A и амплификации 
MDM2 и MDM4 [1, 26].

Описана комплексная роль генов р53 и PTEN 
в процессах обновления и дифференцировки в нор-
мальных нейральных и неопластических стволовых 
клетках [27, 28]. Регуляторы взрослого нейрогенеза 
SOX2 и SOX21 играют ключевую роль в пролиферации 
неопластических клеток, одновременно их инактива-
ция останавливает рост глиомы in vivo [16, 29, 30].

Идентифицированы новые онкогены, участвующие 
в патогенезе глиобластом, включая AGAP2/CENTG, ко-
торые являются активаторами PI3K/AKT/mTOR-сиг-
нального пути [26].

Роль эпителиально-мезенхимального перехода 
в патогенезе мультиформной глиобластомы
Накапливается все больше доказательств того, что 

приобретение фенотипа стволовых клеток тесно свя-
зано с изменениями, происходящими при эпителиаль-
но-мезенхимальном переходе (ЭМП) [31–38]. При ме-
зенхимальном подтипе мультиформной глиобластомы, 
как правило, экспрессируются маркеры стволовых 
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Таблица 1. Маркеры стволовых клеток при мультиформной глиобластоме [по 1, 17–23]

Маркер Тип Связь с канцерогенезом

CD133 Гликопротеин Ассоциирован с более агрессивными типами опухоли

L1CAM (CD171) Маркер клеточной адгезии Необходим для поддержания роста и выживания CD133+ ОСК

CD44 Маркер клеточной поверхности Ассоциирован с более агрессивными типами опухоли, локализуется вместе 
с Id1 в нишах эндотелиальных стволовых клетках

CD34 Мембранный белок, маркер 
межклеточной адгезии

Идентифицирован в митотически активных клетках большинства видов 
глиом CD34, опосредует связывание стволовых клеток  
с внеклеточным матриксом костного мозга или напрямую  
со стромальными клетками

A2B5 Гликозид клеточной  
поверхности

Противоречивые данные о связи с более агрессивными типами 
 глиобластомы

ID1 Фактор транскрипции Участие в самообновлении опухолевых стволовых клеток

CD15 (aka-SSEA-1 
или LeX) Белок клеточной поверхности Маркер стволовых клеток в опухолях негативных по CD133

Нестин Белок клеточной поверхности Служит важным идентификатором всех типов стволовых клеток

Nanog Фактор транскрипции Модуляция сферообразования, контроль пролиферации, инвазии

Oct4 Фактор транскрипции Инвазия

SOX2 Фактор транскрипции Один из маркеров пронейрального субтипа глиобластом. Образование 
нейросфер, инвазия

Фактор роста эндотелия 
сосудов (VEGF) Фактор роста

Ангиогенез, канцерогенез. Экспрессия увеличивается  
в условиях гипоксии через активацию HIF-пути.  
Неблагоприятный прогноз у пациентов

stromal-derived factor-1 
(SDF1) Хемокин

Обусловливает фенотип глиобластомы с инвазивными свойствами, 
 стимуляция ангиогенеза в преваскулярных нишах. Пролиферации через 
паракриные системы. Образуется в условиях гипоксии при активации 
PI3K/Akt- и ERK1/2-сигнальных путей

Интегрин альфа 6 
(CD49f) 

Гликопротеин из надсемейства 
интегринов

Формирование межклеточных связей, маркер преваскулярных ниш, 
 участвует в прогрессии заболевания

Подопланин (PDPN) Трансмембранный гликопротеин Инвазия

Интегрин 6 Трансмембранный рецептор Регуляция самообновления, пролиферации и образования опухоли 
при взаимодействии с внеклеточным матриксом

клеток, связанные с агрессивным фенотипом опухоли 
(CD44) [31]. По сравнению с пронейральным, мезен-
химальный подтип заболевания характеризуется не-
благоприятным прогнозом и формированием резис-
тентности к стандартной химиолучевой терапии. 
Подробно описано, что ЭМП играет важную роль 
в преобразовании как нормальных, так и опухолевых 
эпителиальных клеток в производные с фенотипом 
наподобие мезенхимальному [35]. В результате ЭМП 
клетки приобретает свойства, присущие низкодиффе-
ренцированным опухолям, включая подвижность, 
способность к инвазии и повышение устойчивости 
к апоптозу, связанные с метастазированием и прогрес-
сированием опухоли [36]. ЭМП регулируется фактора-
ми транскрипции SNAIL, TWIST и ZEB, дисрегуляция 
которых связана с опухолевой инвазией и плохим кли-
нических прогнозом при мультиформной глиобласто-
ме (табл. 2) [25, 31, 34, 39]. SNAIL, TWIST и ZEB подав-

ляют экспрессию Е-кадгерина, замещая его маркерами 
мезенхимального фенотипа (N-кадгерин, виментин). 
Таким образом, экспрессия маркеров мезенхимального 
фенотипа мультиформной глиобластомы связана с наи-
более негативным прогнозом у пациентов и развитием 
резистентности к стандартной терапии [31].

Нейральные стволовые клетки и ОСК используют 
для поддержания и выживания одни и те же сигнальные 
пути: Notch, Hedgehog-Gli, Wnt/β-катенин, TGF-β/SMAD, 
PI3K/Akt/mTOR, MAPK и STAT3, которые взаимо-
связаны между собой и могут способствовать разви-
тию лекарственной резистентности и рецидивирова-
нию мультиформной глиобластомы. Важную роль 
в этом процессе играет трансформирующий фактор 
роста β1 (TGF-β1) – один из основных регуляторов 
3-го типа (инвазивного) ЭМП [37]. Известно, что TGF-β1 
активирует сигнальные пути, участвующие в ЭМП, 
в частности сигнальный путь TGF-β/SMAD [38].
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Сигнальный путь TGF-β/SMAD, включающий 8 фак-
торов транскрипции, вовлечен в развитие и прогрес-
сирование опухолей головного мозга [40]. Основной 
регулятор инвазивной фазы ЭМП TGF-β1 связывает-
ся с рецепторами I и II типа, которые, в свою очередь, 
фосфорилируют рецептор-регулируемые сигнальные 
белки SMAD (r-SMADs), SMAD2 и SMAD3 [41], сое-
диняющиеся со SMAD4. Такой комплекс белков 
транслоцируется в ядро клетки [41], где они регулиру-
ют экспрессию специфичных генов через связывание 
участков промоторов. Известно, что SMAD2 является 
медиатором клеточного сигнала от TGF-β и регулиру-
ет множество клеточных процессов (клеточная проли-
ферация, апо птоз, дифференциация клеток).

Исследования последних лет подтверждают клю-
чевую роль TGF-β1 как фактора роста ОСК глиоблас-
том [37, 42]. Экспрессия этого белка в злокачественных 
глиомах увеличена [40]. Предполагается, что TGF-β1 
обеспечивает сигналинг в нишах ОСК. TGF-β1-ре цеп-
торы локализованы в межклеточных контактах и уси-
ливают синтез белков межклеточного матрикса [40]. 
Под действием секретируемого TGF-β1 ОСК образуют 
ниши с клетками эндотелия через SDF-1/CXCR4- 
зависимый путь [21, 29], а также дифференцируются 
в клетки, напоминающие перициты и, обеспечиваю-
щие периваскулярную нишу питанием [7].

TGF-β1 влияет на свойства ОСК через 2 независи-
мых пути: TGF-β–LIF, через который уменьшается 
экспрессия Е-кадгерина, и TGF-β–SOX4–SOX2. Из-
вестно, что TGF-β1 оказывает влияние на таргетные 
гены через SMAD-независимые пути, такие как RAS, 
MAPK, PI3K, Notсh, Wnt.

Также известно, что TGF-β1 индуцирует ЭМП, миг-
рацию клеток и метастазирование. Ингибиторы TGF-β1 
влияют на образование сфер глиобластомы в условиях 
in vitro и на размеры опухоли в условиях in vivo, воздей-

ствуют на количественный состав популяции клеток, 
положительных по нестину и CD133+ [40].

Сигнальный путь Notch хорошо известен как регу-
лятор специфической дифференцировки, пролифера-
ции, жизнеспособности и миграционной активности 
клеток. Его роль в контроле пролиферации и диффе-
ренцировки стволовых клеток продемонстрирована 
для нескольких типов клеток, включая гемопоэтиче-
ские и нейральные стволовые клетки. Трансмембран-
ные белки Notch-зависимого пути действуют в опухолях 
как онкогены. Аберрантная активация сигнального 
пути Notch была обнаружена и при глиобластоме [15]. 
Показана связь ОСК с сигнальным путем Notch: инги-
бирование этого каскада белков приводило к снижению 
образования нейросфер [43]. Кроме того, сверхэкс-
прессия Notch в мышиной модели K-ras-индуцирован-
ной глиобластомы приводила к увеличению уровня 
нестина, а также вызывала образование опухоли в суб-
эпендимальной зоне головного мозга. Сигнальный 
путь связан с резистентностью ОСК при радиацион-
ной терапии [44].

X. Fan и соавт. показали, что блокирование этого 
сигнального пути ингибитором γ-секретазы снижает 
количество CD133+ ОСК мультиформной глиобласто-
мы [45]. Ингибиторы γ-секретазы проходят 1-е этапы 
клинических испытаний. DNER (Delta/Notch-like epi-
dermal growth factor-related receptor) и DLL4 (Notch 
ligand Delta-like 4) также вовлечены в регуляцию опу-
холевого роста глиобластом. Терапия, направленная 
на подавление экспрессии DLL4, показала положи-
тельный эффект, но продолжительное ингибирование 
DLL4 вызывает рост опухоли. Регуляторы сигналинга 
ID4 (ингибитор дифференциации 4) и CXCR4 задей-
ствованы в сигнальном пути Notch при патогенезе 
опухолей головного мозга. Тем не менее их роль в ОСК 
глиобластомы до конца не ясна [37].

Таблица 2. Молекулярные маркеры эпителиально-мезенхимального перехода, участвующие в патогенезе мультиформной глиобластомы [по 25, 31, 34, 39]

Ген, фактор транскрипции, белок 
эпителиально-мезенхимального 

перехода
Функция Роль в патогенезе мультиформной глиобластомы

TWIST Фактор, ускоряющий ЭМП Усиление инвазии

CD29, CD44, CD90, CD105 MSC-белки Сверхэкспрессия в клеточных линиях глиобластом

YKL-40, TNC, остеонектин STAT3 Регуляция ЭМП Инфильтрация и опухолевый рост

TAGLN2, IGFBP2, IGFBP3, POSTN, 
TNC, TGF-β1

Маркеры ЭМП при раке 
молочной железы Предикторы прогноза заболевания

SNAI1 Промоция ЭМП
Высоко экспрессирован при глиомах. При прогрессировании 
заболевания экспрессия увеличивается. Пролиферация клеток 
и инфильтрирующий рост опухоли

SIP1 Индуктор ЭМП Инвазия, образование клонов

CXСR4 MSC-маркер Усиление миграции. Влияет на экспрессию маркеров ЭМП

ZEB2 Фактор транскрипции Экспрессия повышена, корреляция с гистологической  градацией 
глиобластомы
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Сигнальный путь Wnt – внутриклеточный сигналь-
ный путь, регулирующий эмбриогенез, дифференци-
ровку клеток и развитие злокачественных опухолей. 
Через этот сигнальный путь регулируется самообнов-
ление стволовых клеток и индукция ЭМП опухолевых 
клеток. Сверхэкспрессия лигандов Wnt или супрессия 
эндогенных ингибиторов Wnt наблюдается при многих 
типах рака человека, в том числе при раке толстой 
кишки, молочной железы, глиобластоме; в последнем 
случае – связана с активацией ЭМП [46]. Активация 
сигнального пути Wnt инициируется связыванием ли-
гандов Wnt (обычно Wnt1 или Wnt3a) с рецепторами 
клеточной поверхности, состоящих из Frizzled (Fzd), 
LDL и рецепторсвязанных белков LRP5 или LRP6.

Активация Wnt приводит к ингибированию GSK-3b, 
стабилизации и транслокации в ядро β-катенина, ко-
торый образует комплекс с факторами транскрипции 
TCF/LEF и регулирует транскрипцию генов-мишеней 
Wnt [47]. Переход β-катенина в ядро приводит к сни-
жению экспрессии Е-кадгерина и сопровождается 
прогрессированием опухолевого заболевания под вли-
янием метастазов, что связано с приобретением опу-
холью мезенхимального фенотипа при многих солидных 
новообразованиях [35, 48]. Большинство мультиформ-
ных глиобластом не экспрессируют Е-кадгерин, тем 
не менее при инвазивных формах β-ка тенин находят 
в ядре. Известно, что β-катенин предложен в качестве 
прогностического маркера при глиобластоме и астро-
цитомах, так как уровни его матричной РНК (мРНК) 
и белка были увеличены и коррелируют со степенью 
злокачественности [35].

Активированный β-катенин участвует в канцеро-
генезе и приводит к усиленному самообновлению 
стволовых клеток и пролиферации. Несколько прото-
онкогенов способствуют росту глиобластомы и увели-
чению популяции ОСК через активацию TCF-4, ком-
понента сигнального пути Wnt. В качестве регуляторов 
сигнального пути Wnt исследуют ингибиторы его ком-
понентов и их рецепторов. Инициацию сигналинга 
Wnt предотвращают DKK1–4 и WIF1 за счет наруше-
ния взаимодействия лигандов Wnt и Fzd-рецепторов 
и корецепторов LRP5–6. Обработка клеток глиоблас-
томы белком secreted frizzled-related protein 4 (sFRP4) 
модулирует ЭМП через сигнальный путь Wnt/β-ка-
тенин и активирует уровни экспрессии SNAIL, спо-
собствуя приобретению мезенхимального фенотипа 
при глиобластомах [46]. GSK-3b регулирует стабиль-
ность и активность β-катенина и других факторов 
транскрипции, связанных с ЭМП, таких как SNAIL1 
[49]. Этот сигнальный путь также вовлечен в форми-
рование резистентности при терапии глиобластомы. 
Результаты последних исследований могут использо-
ваться для разработки новых подходов при химиотера-
певтическом лечении мультиформной глиоблас томы.

Сигнальный путь Sonic Hedgehog (SHH) включает 
в себя семейство секретируемых белков, играющих 
ключевую роль в морфогенезе органов и тканей. Hed-

gehog-сигнальный путь регулирует тканевую поляр-
ность и популяцию стволовых клеток [39]. Транскрип-
ционные факторы Gli, которые регулируются SHH, 
берут свое название от глиом, где они обычно экспрес-
сируются. В мозге SHH-сигналинг отвечает за поддер-
жание ниш для нейральных стволовых клеток в нейро-
генных областях. Gli оказывают активное влияние на 
процессы химиорезистентности. На моделях мышей 
была показана корреляция активности Gli с градацией 
мультиформных глиобластом [29]. Несколько научных 
групп исследовали роль Hedgehog-Gli в регуляции сиг-
налинга ОСК и обнаружили, что этот сигнальный путь 
регулирует самообновление и образование ОСК в опу-
холи [16, 17, 29]. Между сигнальными путями SHH 
и Wnt существует взаимосвязь. Они оба обычно гипер-
активируются в опухолях и поддерживают опухолевый 
рост, участвуют в корегуляции нейральных стволовых 
клеток. Факторы транскрипции Gli участвуют в регу-
ляции ЭМП через гены SNAI1, ZEB1, ZEB2, TWIST2 
[50] и FOXC2. Gli1 способствует передаче β-катенина 
в ядро через SNAIL1 и Е-кадгерин [51].

В настоящее время доступны фармакологические 
ингибиторы SHH-пути, такие как циклопамин и его 
растворимый аналог. Циклопамин подавляет проли-
ферацию и клоногенную способность клеток глиобла-
томы, что приводит к снижению экспрессии транс-
крипционных факторов Nanog, SOX2 и Oct4. Кроме 
того, лечение циклопамином улучшает эффективность 
лучевой терапии [39]. Таким образом, ингибиторы 
SHH-сигнального пути могут улучшать эффективность 
традиционной терапии мультиформной глиобластомы. 
Тем не менее необходимо оценивать влияние этих ин-
гибиторов на нормальные стволовые клетки. В клини-
ческих исследованиях с Hedgehog-ингибитором GDC-
0449 [52] были получены хорошие результаты с низкой 
токсичностью у больных медуллобластомой головного 
мозга.

Регуляторные функции микроРНК
МикроРНК представляют собой класс некодиру-

ющих РНК, состоящих из 22 нуклеотидов и играющих 
важную роль в регуляции генов-мишеней. Согласно 
современным представлениям количество микроРНК 
составляет ~1 % от генома высших эукариот и регули-
рует 10–30 % генов [53–63].

МикроРНК обусловливают процессы пролифе-
рации, миграции, инвазии различных типов опу-
холей, включая мультиформную глиобластому [54]. 
На данный момент известно о 95 микроРНК с пони-
женной и о 255 с повышенной экспрессией при мно-
жественной глиобластоме [55]. В других исследова-
ниях выявлены 43 аберрантных микроРНК (miR-21, 
miR-128, miR-326, miR-34a), экспрессирующихся в гли-
омах и свя занных с пролиферацией, инвазией ОСК 
глиобластом [55–63]. Так, при гиперэкспрессии miR-128 
поддерживается образование нейросфер в культуре 
клеток [56].
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Известно, что микроРНК осуществляют регуля-
цию трансляционной эффективности мРНК или ско-
рости деградации мРНК за счет комплементарного 
связывания с мишенью. МикроРНК влияют напря-
мую на онкогенез или через сигнальные пути Notch 
(miR-146a) и TGF-β/SMAD (miR-18a, miR-21, miR-451), 
через которые модулируется миграция, пролиферация, 
инвазия и ответ на химиотерапевтическое лечение при 
мультиформной глиобластоме. Кроме того, микро РНК 
влияют на экспрессию эпидермального и тромбоци-
тарного факторов роста (PDGF, EGFR) и PTEN, кото-
рые вовлечены в патогенез глиобластомы.

Экспрессия онкогенной miR-21 при мультиформ-
ной глиобластоме повышена. Ее регуляция связана 
с сигнальными путями TGF-β/SMAD и p53. На моде-
лях клеточных линий показано ее негативное влияние 
на экспрессию опухолевых супрессоров, включая p53, 
Bax, DAXX, APAF1, p21, TAp63 и TGFBR2 [55]. Она 
регулирует экспрессию ММP-2, коэкспрессируется 
с SOX2, способствуя инвазии и ангиогенезу, ее высокие 
уровни связаны с плохой выживаемостью пациентов. 
[31]. Аналогичным образом при избыточной экспрес-
сии miR-21 наблюдали снижение маркеров нейраль-
ных стволовых клеток – нестина, TUJ1 – и повышение 
экспрессии маркера астроцитов GFAP. Показана роль 
miR-21 в поддержании стволовости клеток [57]. По-
давление miR-21 приводит к заметному увеличению 
экспрессии PTEN. Кроме того, трансфекция с анти-
смысловой miR-21 приводит к значительному повы-
шению чувствительности клеточных линий U-251, 
U87MG к радиационной и химиотерапии [58].

В ОСК онкогенные miR-221/222 гиперэкспресси-
рованы, что ассоциируется с активацией факторов 
транскрипции NF-κB и c-Jun. Их гиперэкспрессия вы-
зывает снижение образования коннексина 43 (GJA1), 
основного компонента щелевых контактов, что влияет 
на пролиферацию и инвазию. И наоборот, ингибиро-
вание miR-221/222 усиливает экспрессию нестина [57].

Восстановление функционирования miR-153 в ОСК 
глиобластомы приводит к дифференцировке ОСК.

Опухолевые супрессоры, такие как miR-7, miR-23b, 
miR-34a, miR-101, miR-124a, miR-137, miR-146b, miR-195, 
miR-302/367 и miR-410, предотвращают инвазию и про-
лиферацию ОСК при глиобластоме [31]. Амплифика-
ция EGFR и делеция miR-34 связаны с укороченным 

периодом продолжительности жизни у больных мульти-
формной глиобластомой [59]. Трансфекция miR-34a 
в ОСК приводит к снижению пролиферации и выжи-
ваемости клеток, миграции, а также к уменьшению 
экспрессии CD133 и нестина [60, 61]; miR-137 также 
ингибирует самообновление и дифференцировку ОСК 
глиобластомы через снижение уровней Oct4, Nanog и SOX2 
[62]. Гиперэкспрессия miR-128а, miR-504, miR-124а 
и miR-184 коррелирует с уменьшением мезенхималь-
ных маркеров при множественной глиобластоме, что 
влияет на более благоприятный прогноз у пациентов [63].

Эти данные подчеркивают особую роль микро РНК 
в патогенезе мультиформной глиобластомы, а также 
их прогностическое значение. Большое значение име-
ет разработка диагностических наборов известных 
аберрантных микроРНК в диагностике мультиформ-
ной глиобластомы.

Заключение
В настоящее время большое значение в патогенезе 

мультиформной глиобластомы придают ОСК. Их спо-
собность к самоподдержанию, адгезии, выживанию, 
резистентности к стандартному противоопухолевому 
лечению зачастую обусловлена возможностью образо-
вывать и поддерживать ниши с характерным микро-
окружением и васкуляризацией. Измененные сигналь-
ные пути (Notch, Hedgehog-Gli, Wnt/β-катенин, TGF-β/  
SMAD, PI3K/Akt/mTOR) и экспрессия молекулярных 
маркеров (CD49f, SDF1, VEGF, CD44, CD34) направ-
лены на поддержание существования ниш ОСК мульти-
формной глиобластомы. Большое значение приобре-
тает разработка более эффективных методов лечения 
для преодоления химио- и лучевой резистентности 
ингибиторами сигнальных путей, а также модуляцией 
микроРНК. Ингибиторы γ-секретазы и SHH-сигналь-
ного пути (циклопамин, GDC-0449) исследованы 
и в настоящее время проходят 1-е этапы клинических 
испытаний. Важно отметить, что при разработке пре-
паратов, направленных против ОСК, нужно учитывать 
влияние проводимой терапии на нормальные стволо-
вые клетки. Дальнейшие исследования необходимы 
для улучшения понимания роли ОСК в опухолеобра-
зовании и для разработки новых подходов к терапии 
мультиформной глиобластомы с участием препаратов, 
направленных против ОСК.
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Изучение новых систем доставки противоопухолевых 
препаратов на основе наночастиц нитрида бора

И. Ю. Житняк1, И. В. Сухорукова2, А. М. Ковальский2, А. Т. Матвеев2, И. Н. Бычков3,  
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Одной из главных проблем лечения онкологических заболеваний является множественная лекарственная устойчивость неопла-
стических клеток, возникающая в результате опухолевой прогрессии. Перспективным подходом для решения этой проблемы 
может стать использование наноносителей, так как в этом случае химиопрепараты способны проникать в опухолевые клетки 
посредством эндоцитоза и концентрироваться в околоядерной области вне зоны действия мембранных транспортеров. Одно 
из направлений для создания наноносителей противоопухолевых препаратов – получение структур на основе нитрида бора, обладаю-
щего химической инертностью и высокой стойкостью к окислению. Наночастицы гексагонального нитрида бора размером 100–150 нм 
с гладкой и развитой поверхностью были получены методом химического осаждения из газовой фазы. Были отработаны условия 
нагрузки наночастиц нитрида бора доксорубицином, которые позволили получить наноконъюгаты с содержанием доксорубицина 
до 95 мкг/мг частиц. Показано, что наночастицы нитрида бора, нагруженные доксорубицином, стабильны при нейтральном рН, но эф-
фективно высвобождают химиопрепарат в среде с рН 4,5–5,5. Для изучения взаимодействия наноконъюгатов с неопластическими 
клетками были использованы культуры чувствительных к доксорубицину линий IAR-6-1, KB-3-1, К562 и линий с множественной ле-
карственной устойчивостью КВ-8-5 и IS-9. Конфокально-микроскопические исследования показали, что наноконъюгаты успешно 
проникают как в чувствительные, так и в резистентные к доксорубицину клетки и накапливаются в околоядерной области. Выявле-
на колокализация наночастиц, нагруженных доксорубицином, с эндосомальным/лизосомальным компартментом клеток.

Ключевые слова: наночастицы нитрида бора, наноконъюгаты частиц нитрида бора с доксорубицином, конфокальная микроскопия, 
эндосома/лизосома
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The study of new anticancer drug delivery system based on the boron nitride nanoparticles
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The main problem in the treatment of many cancers is multidrug resistance due to tumor progression. Using nanosized drug delivery systems 
allows to overcome the mechanisms of multidrug resistance of cancer, in this case, chemotherapeutic agents can effectively introduce into 
cancer cells by endocytosis and accumulate near the nucleus and far from ATP-binding cassette transporters. Creation of boron nitride-
based drug delivery nanocarriers with high chemical and oxidative stability is one of the perspective ways. Using chemical vapor deposition 
spherical boron nitride particles,100–150 nm in diameter (BNNPs), with peculiar petal-like surfaces or smooth surfaces were fabricated. 
BNNPs were loaded with doxorubicin.
Drug loading efficacy of BNNPs-DOX was about 0.095 mg/mg of particles. BNNPs-DOX were relatively stable at neutral pH, whereas DOX 
is effectively released from the BNNPs at acidic pH (pH 4.5–5.5). Using confocal microscopy, the uptake of BNNPs-DOX by IAR-6-1, KB-3-1, 
К562 cells and multidrug resistant КВ-8-5 и IS-9 cells was studied. Most of BNNPs-DOX had been co-localized with LysoTracker, indicat-
ing that BNNPs-DOX are located in the endosomes/lysosomes after intracellular delivery.

Key words: boron nitride nanoparticles, boron nitride nanocarriers loaded with doxorubicin, confocal microscopy, endosome/lysosome

Введение
Современные исследования в области разработки 

высокоэффективных способов лечения онкологиче-
ских заболеваний включают такое важное направле-
ние, как разработка систем доставки противоопухолевых 
препаратов. Одна из главных проблем лечения онко-

логических заболеваний – множественная лекарст-
венная устойчивость неопластических клеток, возни-
кающая в результате опухолевой прогрессии. Основным 
механизмом, обеспечивающим невосприимчивость 
к химиотерапевтическим препаратам клеток с мно-
жественной лекарственной устойчивостью, явля ется 
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гиперэкспрессия в них белков ABC (ATP-binding cas-
sette) семейства мембранных транспортеров, которые 
обеспечивают выведение препаратов из опухолевых 
клеток [1, 2].

Применение наноносителей может быть перспек-
тивным для преодоления множественной лекарствен-
ной устойчивости, так как в этом случае химиопрепа-
раты проникают в опухолевые клетки не диффузией 
через клеточную мембрану, а посредством эндоцитоза, 
концентрируясь в околоядерной области вне зоны 
действия мембранных транспортеров и обеспечивая 
гибель опухолевой клетки [3, 4]. Известны примеры 
преодоления множественной лекарственной устойчи-
вости с использованием полимерных и металлических 
наночастиц, насыщенных доксорубицином [4]. Дру-
гим преимуществом использования наноносителей 
является уменьшение или полное отсутствие токсиче-
ских эффектов, вызванных воздействием лекарствен-
ных препаратов.

Современные знания о характеристиках различных 
типов наноматериалов и цитотоксичности нанострук-
тур, конъюгированных с химиопрепаратами, остаются 
неполными и зачастую противоречивыми. К настоя-
щему времени для транспорта лекарственных препа-
ратов были опробованы различные типы носителей: 
белки [5], мицеллы [6], липосомы [7] дендримеры [8], 
неорганические наночастицы [9–14] и др. Одни но-
сители прошли этапы доклинических исследований, 
другие проходят различные фазы клинических испы-
таний. На данный момент 5 препаратов на основе ли-
посом утверждены для терапии опухолевых заболева-
ний [15]. Продолжаются активные попытки получить 
биосовместимые наноносители на основе новых ма-
териалов с высокой способностью к нагрузке лекарст-
венными препаратами и последующим контролируе-
мым освобождением препарата в опухолевой клетке, 
индуцированным изменением pH. Для успешного 
применения в биомедицине нанотранспортеров необ-
ходимо изучить их фармакологическую эффектив-
ность, а также проконтролировать их возможную ци-
тотоксичность in vitro на культурах клеток.

Одним из перспективных материалов для создания 
наноносителей противоопухолевых препаратов явля-
ется нитрид бора. Этот материал обладает химической 
инертностью и высокой стойкостью к окислению [16]. 
Показана возможность получения наноструктур нитри-
да бора с различной морфологией: нанотрубки [16–18], 
нановолокна [19, 20], нанопластины (графеноподоб-
ные структуры) [21], наносферы [22]. Кроме того, недав-
ние исследования показали, что наноструктуры нитрида 
бора не токсичны [23, 24], что позволяет их использо-
вать в медицине.

Цель работы – отработка условий получения нано-
конъюгатов на основе нитрида бора, нагруженных 
химиотерапевтическим препаратом доксорубицином, 
и изучение их взаимодействия с трансформированны-
ми клетками.

Материалы и методы
Объект исследования. Наночастицы гексагональ-

ного нитрида бора размером 100–150 нм были полу-
чены методом химического осаждения из газовой 
фазы (I. V. Sukhorukovа и соавт. [25]). Для получения 
газообразного оксида бора использовали смесь FeO: 
MgO:B = 150:28:75 при температуре +1310 °С. Процесс 
высокотемпературного химического синтеза нано-
структур нитрида бора из газовой фазы описан C. Tang 
и соавт. [26] и предполагает следующую последова-
тельность химических реакций:

2B + 2MgO → B2O2 + 2Mg;
2B + 2FeO → B2O2 + 2Fe;

B2O2 + 2NH3 → 2BN + 2H2O + H2.

Морфология поверхности наночастиц нитрида бора 
зависела от скоростей подачи транспортного (Ar) и ре-
акционного (NH3) газов. Для синтеза наночастиц с глад-
кой наружной поверхностью скорости потока для Ar 
и NH3 составляли 500 и 100 см3/мин соответственно, 
а для синтеза наночастиц с развитой наружной по-
верхностью – 250 и 50 см3/мин.

Для получения устойчивых лизолей индивидуаль-
ных наночастиц нитрида бора использовали метод 
ультразвукового диспергирования на установке Sono-
puls HD 2200 (Bandelin, Германия). Для изучения 
структуры наночастиц применяли просвечивающий 
электронный микроскоп JEM-2100 (JEOL, Япония).

Клеточные линии. Для исследований использовали 
трансформированные диметилнитрозамином эпите-
лиоциты печени крысы линии IAR-6–1 [27], клетки 
линии хронического миелоидного лейкоза человека 
K562 и ее производной – линии IS-9 с множественной 
лекарственной устойчивостью, индуцированной в ре-
зультате стабильной трансфекции белка P-гликопроте-
ина [28], клетки линии карциномы человека KB-3–1 
и ее производной – линии KB-8–5 с устойчивостью 
к доксорубицину, полученной в результате селекции [29].

Получение наноконъюгатов частиц нитрида бора 
с доксорубицином. Доксорубицин разводили до кон-
центрации 0,5 мг/мл или 2,5 мг/мл в NaAc-буферах 
с разным уровнем pH (5,4; 7,4; 8,4; 9,4) или в дистил-
лированной воде (Н2О). Наночастицы центрифугиро-
вали и к осадкам добавляли раствор доксорубицина 
(1 мл раствора на 2 мг частиц), затем инкубировали 
24 ч при температуре +37 °С на качалке. Нагруженные 
доксорубицином наночастицы центрифугировали 15 мин 
при скорости 13 400 об/мин. Осадки нагруженных 
доксорубицином наночастиц ресуспендировали в Н2О 
и центрифугировали в течение 15 мин при скорости 
13 400 об/мин, такую отмывку повторяли 3–5 раз.

Экстракция доксорубицина из наноконъюгатов. 
Доксорубицин экстрагировали из отмытых наноконъю-
гатов с помощью DMSO или 0,1 моль NaAc-буфера 
(pH 4,0) 24 ч при температуре +37 °С. После этого 
нано частицы центрифугировали 15 мин при скорости 
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13 400 об/мин. Надосадочную жидкость отбирали в эп-
пендорфы и измеряли оптическую плотность (optical 
density, OD) при длине волны 488 нм.

MTT-тест. Клетки рассевали в концентрации 
20 000 клеток/мл в 24-луночные плашки по 1,9 мл 
в лунку или в 96-луночные плашки по 200 мкл в лунку 
в культуральной среде с 10 % телячьей эмбриональной 
сывороткой. На следующий день добавляли раствор 
доксорубицина для получения конечных концентраций 
25, 50, 100, 250 и 500 нг/мл, а также 1, 5 и 10 мкг/мл. 
Через 72 ч среду заменяли на 200 мкл среды без сы-
воротки, добавляли 20 мкл готового раствора МТТ 
(5 мг/мл в фосфатном буфере) и инкубировали 4 ч при 
температуре +37 °С. Затем среду удаляли, образовав-
шийся нерастворимый формазан экстрагировали до-
бавлением 150 мкл демитилсульфоксида и ресуспен-
дировали. Измерения OD проводили при длине волны 
570 нм. Результаты теста МТТ оценивали путем сопо-
ставления OD в опытных и контрольных образцах 
и рассчитывали долю выживших клеток. На основа-
нии полученных данных рассчитывали концентрацию 
препарата, вызывающую гибель 50 % клеток IC50.

Микроскопия. Этапы взаимодействия наночас-
тиц с живыми и фиксированными клетками анали-
зировали с помощью лазерного сканирующего кон-
фокального микроскопа Leica TCS SP5 (Германия) 
и инвертированного микроскопа Nikon Eclipse Ti-E 
(Nikon, Япония), оборудованного дифференциаль-
ной интерференционно-контрастной оптикой и ка-
мерой высокого разрешения ORCA-ER (Hamamatsu, 
Япония).

Флуоресцентно-микроскопический анализ накопления 
доксорубицина в клетках. Клетки рассевали в концент-
рации 100 тыс. клеток на чашку со стеклянным дном, 
через 24 ч меняли среду на бесцветную DMEM/F-12 
с HEPES и 10 % телячьей эмбриональной сывороткой. 
В чашки добавляли доксорубицин до конечной кон-
центрации 5 мкг/мл. С помощью инвертированного 
микроскопа Nikon Eclipse Ti-E (Nikon, Япония) вы-
полняли съемку 10 полей зрения для каждой линии 
в флуоресцентном канале с одинаковой выдержкой 
(временные точки 0, 15, 75, 120, 180, 240, 300, 360 мин 
и 24 ч). Обработку изображений проводили в програм-
ме ImageJA 1.45b с измерением параметра MGV (Mean 
Gray Value) для фона, свободного от клеток, цитоплаз-
мы (ЦП) и ядра на флуоресцентном изображении по 
2 точки на каждый кадр. Показатель интенсивности 
флуоресценции (ИФ) вычисляли по формуле:

ИФядро/ЦП = (MGVядро/ЦП – MGVфон)/MGVфон.

Трансфекция. Временную трансфекцию клеток 
KB-8–5 конструкцией EGFP (Evrogen, Россия) выпол-
няли с помощью Lipofectamine LTX and Plus Reagent 
(Invitrogen, Life Technologies, США).

Визуализация эндосом/лизосом в клетках. Прижиз-
ненное окрашивание эндосом/лизосом проводили не-

посредственно перед началом наблюдения с исполь-
зованием LysoTracker Green (Molecular Probes, Life 
Technologies, США).

Обработка данных. Статистическую обработку дан-
ных осуществляли с помощью программы MS Excel, 
графики и диаграммы были построены с использова-
нием программы GraphPad Prism 6 Version 6.07 (Graph-
Pad Software).

Результаты и обсуждение
Наночастицы гексагонального нитрида бора. При 

разработке систем для доставки лекарств на основе 
наноносителей критическими параметрами являются 
их форма и размер. Полученный нами размер наноно-
сителей лекарственных препаратов составлял 100–150 нм 
и был оптимальным (рис. 1).

При отработке методов получения наночастиц не-
обходимо принимать в расчет несколько факторов:

1) размер наночастиц должен быть меньше диаме-
тра тончайших капилляров, в которых будет осуществ-
ляться их циркуляция; 

Рис. 1. Типы наночастиц (шкала 100 нм): а – наночастицы нитрида 
бора с гладкой поверхностью; б – наночастицы нитрида бора с разви-
той поверхностью

а

б
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2) наночастицы должны иметь форму и размер, 
способствующие их проникновению в опухолевые 
клетки; 

3) размер наночастиц должен препятствовать их 
быстрому выведению ретикуло эндотелиальной систе-
мой; 

4) частицы размером < 50 нм лучше поглощаются 
клетками, однако они и быстрее выводятся из клетки;

5) частицы размером < 100 нм могут покидать кро-
веносные сосуды через «окна» в эндотелиальной вы-
стилке;

6) частицы размером около 100 нм дольше удер-
живаются внутри опухолевых клеток. 

7) наночастицы размером > 200 нм накапливаются 
в печени, почках, селезенке; 

8) для частиц размером > 500 нм выше вероятность 
поглощения макрофагами, что препятствует доставке 
лекарств в опухолевые клетки.

Таким образом, оптимальный размер наноносите-
лей лекарственных препаратов составляет 100–150 нм 
[30–31]. Форма наночастиц должна быть сферической 
для лучшего поглощения опухолевыми клетками.

Условия для получения наноконъюгатов частиц ни-
трида бора с доксорубицином. Для сравнения эффек-

тивности нагрузки наночастиц доксорубицином в раз-
личных концентрациях и при различном уровне рН 
использовали растворы с концентрацией доксоруби-
цина 0,5 и 2,5 мг/мл. Наночастицы перед отмывкой 
от нагрузочных растворов центрифугировали 15 мин 
при скорости 13 400 об/мин. Надосадочную жидкость 
отбирали в эппендорфы и проводили спектрофотомет-
рические измерения OD доксорубицина, оставшегося 
в растворе, при длине волны 488 нм (см. таблицу). Ре-
зультаты исследования показали, что 0,5 мг/мл – оп-
тимальная концентрация раствора доксорубицина для 
нагрузки наночастиц, так как после нагрузки в раство-
ре практически не остается свободного доксорубицина. 
Использование раствора доксорубицина в концентра-
ции 2,5 мг/мл не увеличивало аккумуляцию доксору-
бицина на частицах (данные не представлены), поэто-
му для дальнейших экспериментов была выбрана 
концентрация 0,5 мг/мл.

Анализ растворов доксорубицина после нагрузки 
наночастиц химиопрепаратом показал, что в растворах 
с высоким уровнем pH остается меньше свободного 
доксорубицина, что свидетельствует о более эффектив-
ной нагрузке наночастиц препаратом при повышении 
уровня pH (см. таблицу, рис. 2а). Измерения концент-

Концентрация доксорубицина в растворах после нагрузки наночастиц

Концентрация нагрузочного раствора  
доксорубицина, мг/мл pH нагрузочного буфера 0,1 М NaAc Концентрация доксорубицина в растворе  

после нагрузки, мг/мл

0,5

7,4 0,056 ± 0,004

8,4 0,028 ± 0,001

9,4 0,0005 ± 0,0004

2,5

7,4 0,642 ± 0,006

8,4 0,609 ± 0,022

9,4 0,458 ± 0,113

Рис. 2. Эффективность нагрузки наночастиц нитрида бора при различных уровнях pH раствора доксорубицина: а – оставшийся в растворе 
доксорубицин (чем выше уровень pH раствора, тем меньше свободного доксорубицина остается в растворе после 24 ч инкубации с наночас-
тицами); б – экстрагированный доксорубицин (из частиц, нагруженных в кислой среде, экстрагируется значительно меньше доксорубицина, 
чем из частиц, нагруженных в нейтральной и щелочной среде)

а б

5,4                       7,4                         8,4                       9,4

рН нагрузочного буфера

Наночастицы с развитой поверхностью
Наночастицы с гладкой поверхностью

Наночастицы с развитой поверхностью
Наночастицы с гладкой поверхностью

5,4                       7,4                         8,4                       9,4

рН нагрузочного буфера
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рации доксорубицина после экстракции наноконъю-
гатов в демитилсульфоксиде показали, что большее 
количество доксорубицина выходит из наноконъюга-
тов, полученных в слабощелочных растворах доксору-
бицина (рис. 2б). В дальнейших экспериментах были 
использованы наноконъюгаты нитрида бора с доксо-
рубицином, полученные нагрузкой химиопрепарата 
в 0,1 М NaAc (рН 8,4).

Спектрофотометрические измерения количества 
нагруженного на частицы доксорубицина после экст-
ракции демитилсульфоксида в раствор показали, что 
с гладких частиц экстрагировалось около 95 мкг/мг 
частиц, а с частиц с развитой поверхностью – около 
85 мкг/мг частиц, что свидетельствует о высоком уров-
не нагрузки наноконъюгатов химиопрепаратом.

Условия выхода доксорубицина из наноконъюгатов. 
В серии экспериментов был проведен анализ выхода 
доксорубицина из наноконъюгатов в NaAc-буферах 
с различным уровнем рН. Как видно из рис. 3, доксору-
бицин наиболее эффективно выходит из наноконъю-
гатов в кислой среде (рН 4,5–5,5). Уже за 2 ч в среде 
с уровнем рН 4,4 доксорубицина из наноконъюгатов 
выходит в 3,5 раза больше, чем при рН 7,4. Известно, 
что клетки эндосомы и лизосомы имеют кислый рН, 
поэтому описанные особенности высвобождения док-
сорубицина из наноконъюгатов могут повысить эф-
фективность действия препарата, доставляемого с по-
мощью наночастиц нитрида бора.

Тестирование клеточных систем. Сравнительные 
исследования цитотоксического эффекта свободного 
доксорубицина проводили с помощью теста на выжи-
ваемость клеток (MTT-тест) (рис. 4). При анализе ре-
зультатов были выявлены выраженные различия иссле-
дуемых линий в чувствительности к доксорубицину. 
Для линии K562 IC50 составляла 0,10 ± 0,04 мкг/мл, 
для линии IS-9 – 2,5 ± 1,19 мкг/мл (разница в 24 раза). 
Для линии KB-3 -1 IC50 была равна 0,1 ± 0,002 мкг/мл, 
для линии KB-8-5 – 1,8 ± 1,2 мкг/мл (разница в 18 раз). Флуоресцентно-микроскопический анализ накопления 

доксорубицина в клетках. С помощью флуоресцентной 
микроскопии были проанализированы закономернос-
ти накопления свободного доксорубицина в чувстви-
тельных KB-3-1 и резистентных KB-8-5 клетках (рис. 5). 
Проведенный анализ показал существенную разницу 
в накоплении доксорубцина в клеточных компартмен-
тах. В чувствительных клетках KB-3-1 доксорубицин 
прогредиентно аккумулируется в основном в клеточ-
ном ядре, через 24 ч его концентрация в ядре в 2,5 ра-
за больше, чем в ЦП. В резистентных клетках KB-8–5 
доксорубицин накапливается гораздо слабее, при этом 
уже через 5 ч его накопление в ядре выходит на плато, 
а через 24 ч флуоресценция доксорубицина в ЦП 
в 1,5 раза выше, чем в ядре (см. рис. 5б).

Визуализация наноконъюгатов в неопластических 
клетках. С использованием конфокальной микроско-
пии было исследовано взаимодействие нагруженных 
доксорубицином наночастиц нитрида бора с трансфор-
мированными клетками. Как видно на рис. 6, нано-

Рис. 4. Выживаемость клеток после воздействия различных концент-
раций доксорубицина (МТТ-тест): а – клетки линий K562 и IS-9; б – 
клетки линий KB-3-1 и KB-8-5

Рис. 3. pH-зависимое высвобождение доксорубицина из наноконъюга-
тов. Измерение OD доксорубицина в растворах на протяжении 24 ч 
исследования
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Рис. 5. Различия в накоплении доксорубицина в клетках KB-3–1 и KB-8-5: а – клетки KB-3–1 и KB-8–5 после 24 ч инкубации в среде, содер-
жащей 5 мкг/мл доксорубицина (DIC (слева) и флуоресцентная микроскопия (справа); шкала 10 мкм); б – динамика накопления доксорубицина 
в цитоплазме и в ядре клеток KB-3–1 и KB-8–5 при инкубации в среде, содержащей 5 мкг/мл доксорубицина

Рис. 6. Наночастицы нитрида бора, нагруженные доксорубицином, в неопластических клетках (конфокальная микроскопия; шкала 10 мкм): 
 а – трансформированные эпителиальные клетки IAR-6–1 после 7 ч инкубации с наноконъюгатами (актиновый цитоскелет, окрашивание Alexa488-
phalloidin (зеленый), флуоресценция доксорубицина (красный); левая часть – проекция xyz, правая часть – проекция xzy; стрелки – нагруженные 
доксорубицином частицы нитрида бора; флажок – заметна флуоресценция доксорубицина в ядре); б – клетки KB-8–5 после 24 ч инкубации 
с нагруженными доксорубицином наночастицами нитрида бора (для визуализации клетки были трансфицированы GFP; зеленый – GFP, крас-
ный – флуоресценция доксорубицина; левая часть – проекции xyz с указанием расстояния до подложки, правая часть – проекции xzy; стрелки – 
нагруженные доксорубицином частицы нитрида бора
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конъюгаты успешно проникают внутрь клеток и кон-
центрируются около ядра. В чувствительных клетках 
(см. рис. 6а) также видно, что доксорубицин с частиц 
аккумулируется в ядре.

Для прояснения механизмов проникновения на-
груженных доксорубицином частиц нитрида бора в клет-
ки был проведен сравнительный анализ распределе-
ния наноконъюгатов и эндосом/лизосом, окрашенных 
с помощью специфического красителя LysoTracker 
Green. По данным конфокальной микроскопии как 
в чувствительных, так и в резистентных клетках на-
блюдается колокализация наноконъюгатов и эндосом/ли-
зосом (рис. 7). Ранее мы также показали, что ингибитор 
динаминопосредованного эндоцитоза динасор угнета-
ет накопление доксорубицина в клетках, инкубирован-
ных с частицами нитрида бора, нагруженными доксору-
бицином [25]. Полученные данные указывают на то, 
что наноконъюгаты нитрида бора с доксорубицином 
высвобождают химиопрепарат вне зоны мембранных 
транспортеров и поэтому могут рассматриваться в пла-
не их возможного применения для преодоления меха-
низмов множественной лекарственной устойчивости.

Заключение
Наночастицы гексагонального нитрида бора раз-

мером 100–150 нм, полученные методом химического 
осаждения из газовой фазы, были использованы для 
получения наноконъюгатов с высоким уровнем нагруз-
ки доксорубицина. Наночастицы нитрида бора, нагру-
женные доксорубицином, стабильны при нейтральном 
уровне рН, но эффективно высвобождают химиопре-
парат в среде с уровнем рН 4,5–5,5. Проведенные ис-
следования показали, что трансформированные клетки, 
как чувствительные, так и резистентные к доксоруби-
цину, способны активно эндоцитировать наноконъю-
гаты, высвобождая доксорубицин в ЦП. Эксперимен-
ты по исследованию действия наноконъюгатов частиц 
нитрида бора с доксорубицином на чувствительные 
и резистентные к химиопрепаратам клетки будут про-
должены.

Благодарим К. Л. Фаерштейна (НИТУ «МИСиС») 
за помощь в проведении просвечивающей электронной 

микроскопии и Е. Ю. Рыбалкину (ФГБУ «РОНЦ 
им. Н. Н. Блохина») за предоставленные культуры клеток.

Рис. 7. Выявление наноконъюгатов в эндосомальном/лизосомальном компартменте неопластических клеток (флажки – колокализация доксо-
рубицина с лизосомами; во врезках увеличенные фрагменты изображения; конфокальная микроскопия; шкала 10 мкм): а – трансформированные 
эпителиальные клетки IAR-6–1 после 4 ч инкубации с наноконъюгатами; б – клетки KB-8–5 после 2,5 ч инкубации с наноконъюгатами (слева 
направо: DIC-микроскопия; лизосомы, окрашенные LysoTracker Green (зеленый); флуоресценция доксорубицина (красный); наложение каналов) 
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Высокочувствительное сканирование генных мутаций: 
зонды TaqMan как блокирующие агенты

И. В. Ботезату1, И. О. Панчук1, А. М. Строганова2, А. И. Сендерович2, В. Н. Кондратова1,  
В. П. Шелепов1, А. В. Лихтенштейн1

1НИИ канцерогенеза ФГБУ «РОНЦ им. Н. Н. Блохина» Минздрава России; Россия, 115478, Москва, Каширское шоссе, 24; 
2НИИ клинической онкологии ФГБУ «РОНЦ им. Н. Н. Блохина» Минздрава России;  

Россия, 115478, Москва, Каширское шоссе, 24

Контакты: Анатолий Владимирович Лихтенштейн alicht@mail.ru

Метод плавления ДНК весьма эффективен в клинической генодиагностике, прост в исполнении, производителен, экономичен и, 
кроме того, реализуется в «закрытом формате», сводящем к минимуму затраты времени, труда и риск перекрестного загрязне-
ния образцов. Данный метод более чувствительный, чем секвенирование по Сэнгеру (предел обнаружения мутантных аллелей 
~5 и ~15 % соответственно), однако уступает в этом отношении другим, более трудоемким и дорогим методам (в частности, 
капельной цифровой полимеразной цепной реакции (digital droplet PCR)). На гене BRAF (как прототипе) мы разработали ориги-
нальный вариант метода плавления ДНК, основанный на способности зондов TaqMan затруднять движение Taq-полимеразы 
по матрице. Установлено, что эффект блокирования слабее выражен на мутантной матрице из-за присутствия в дуплексе зонд-
ДНК неспаренного основания. Предложен протокол полимеразной цепной реакции, дискриминирующий амплификацию мутантных 
и нормальных аллелей и обеспечивающий существенное (10-кратное и более) повышение чувствительности мутационного скани-
рования.

Ключевые слова: сканирование мутаций, плавление ДНК, зонд TaqMan, ген BRAF
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Highly sensitive scanning of gene mutations: TaqMan probes as blocking agents

I. V. Botezatu1, I. O. Panchuk1, A. M. Stroganova2, A. I. Senderovich2, V. N. Kondratova1, V. P. Shelepov1, A.V. Liсhtenshtein1

1Research Institute of Carcinogenesis, N. N. Blokhin Russian Cancer Research Center, Ministry of Health of Russia;  
24 Kashirskoe Shosse, Moscow, 115478, Russia; 

2Research Institute of Clinical Oncology, N. N. Blokhin Russian Cancer Research Center, Ministry of Health of Russia; 24 Kashirskoe 
Shosse, Moscow, 115478, Russia

DNA Melting Analysis is very effective in clinical DNA diagnostics: it is simple to perform, high throughput, labor-, time- and cost-effective 
and is implemented in the “closed tube” format minimizing the risk of samples cross-contamination. Although more sensitive than sequencing 
by Sanger (mutant allele detection limit is ~5 and ~15 % respectively), it, however, is inferior in this respect to some other, more laborious 
and expensive methods (in particular, ddPCR (digital droplet PCR)). Using the BRAF gene as a prototype, we developed the original version 
of the DNA melting analysis, based on the ability of TaqMan probes to hamper the primer extension reaction by Taq-polymerase. It is found 
that the weaker blocking effect on the mutant template, which is due to the mismatch in the probe-DNA heteroduplex, permits enriched am-
plification of the mutant allele and provides a significant (10-fold or more) increase in sensitivity of mutation scanning.

Key words: mutation scanning, DNA melting analysis, TaqMan probe, BRAF gene

Введение
Идентификация генных мутаций в ДНК опухоли – 

важный этап исследования онкологического больно-
го. По мере увеличения числа опухолей с секвениро-
ванным геномом роль клинической генодиагностики 
постоянно растет. В фундаментальных исследованиях 
определяются присущие конкретному типу опухоли 
драйверные мутации (например, мутации KRAS, NRAS, 
BRAF в меланоме, раке толстой кишки и легких) [1, 2]. 
Их обнаружение в клинических образцах облегчает 
дифференциальную диагностику и прогноз заболева-
ния, определяет выбор терапии [3, 4].

Генодиагностика рака сталкивается с рядом труд-
ностей. Во-первых, клон мутантных клеток, обуслов-
ливающих лекарственную устойчивость опухоли, зача-
стую крайне мал и его трудно выявить [5, 6]. Во-вторых, 
одиночный биоптат опухоли не дает полного пред-
ставления о ее клональной гетерогенности и наборе 
драйверных мутаций [7]. В-третьих, после удаления 
основного очага, когда стандартная биопсия исклю-
чена, обеспечить мониторинг опухолевого роста (для 
оценки эффективности терапии и раннего выявления 
рецидива) может лишь жидкостная биопсия, т. е. ана-
лиз ДНК плазмы крови, обычно сильно фрагментиро-
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ванной и с крайне низким содержанием мутантных 
аллелей [8].

Возможность преодоления этих трудностей опре-
деляется чувствительностью используемых методов 
анализа. У метода секвенирования по Сэнгеру («золо-
той стандарт» генотипирования в клинике) она неве-
лика (предел обнаружения мутантных аллелей ~15 %), 
что обусловливает высокий уровень ложноотрицатель-
ных результатов (в частности, в случае KRAS это ведет 
к неадекватному и чреватому негативными последст-
виями назначению таргетной терапии). Поэтому важ-
ной задачей является внедрение в клиническую прак-
тику новых способов мутационного сканирования, 
более чувствительных, чем существующие, и в то же 
время простых, экономичных и производительных. 
В наибольшей степени удовлетворяет этим условиям 
недавно появившийся метод – анализ плавления ДНК 
(DNA Melting Analysis, DMA) с зондами TaqMan [9–11] 
(ранее они использовались исключительно для поли-
меразной цепной реакции (ПЦР) в реальном времени 
(РВ) [12]).

В данной работе установлено, что зонды TaqMan, 
в дополнение к двум уже известным их функциям (мо-
ниторинг ПЦР-РВ и плавление ДНК), могут служить 
блокирующими агентами, избирательно подавляющими 
амплификацию аллелей «дикого» типа. Разработан-
ный нами протокол асимметричной ПЦР-РВ, исполь-
зующий это свойство зондов TaqMan, обеспечивает 
существенное (более чем 10-кратное) повышение чув-
ствительности мутационного сканирования «горячих 
участков» генома, в частности гена BRAF, использо-
ванного в качестве прототипа.

Материалы и методы
Образцы ДНК. Образцы опухолевой ткани (рак лег-

кого и толстой кишки, меланома) получали в РОНЦ 
им. Н. Н. Блохина. Клетки карциномы толстой кишки 
RKO (ATCC® CRL 2577™) с гетерозиготной мутацией 
V600E (T1799A) были предоставлены В. В. Татарским 
(НИИ канцерогенеза РОНЦ им. Н. Н. Бло хина). Сме-
си мутантного и «дикого» аллелей получали смеши-
ванием ДНК «дикого» типа и клеток RKO.

ДНК клеток опухолевой ткани выделяли депро-
теинизацией фенолом и хлороформом, а из ткани, 
заключенной в парафиновые блоки, – с использова-
нием коммерческого набора QIAamp DNA FFPE Tis-
sue Kit (Qiagen) в соответствии с рекомендациями 
фирмы-производителя. Концентрацию ДНК опреде-
ляли спектро фотометрически (Nano-Drop 1000, Thermo 
Scientific).

Секвенирование обеих нитей ампликона осуществ-
ляли методом Сэнгера (Синтол, Россия).

Термодинамические расчеты температуры плав-
ления ДНК (Tm), праймеров и зондов проводили с по-
мощью программы MeltCalc [13].

Асимметричная ПЦР-РВ и плавление ампликонов. 
На рис. 1 представлены последовательные этапы DMA:

1) асимметричная ПЦР-РВ, в результате которой 
в инкубационной среде оказываются как двунитевые, 
так и однонитевые ампликоны (только с последними 
могут гибридизоваться зонды TaqMan);

2) плавление гибридов, сопровождающееся паде-
нием флуоресценции;

3) построение пиков плавления (отрицательной 
производной изменений флуоресценции по темпера-

Рис. 1. Последовательные этапы DMA: а – асимметричная ПЦР-РВ с зондами TaqMan (гидролиз зонда во время реакции сопровождается «раз-
горанием» флуоресценции, что позволяет в реальном времени судить о ходе реакции); б – повышение температуры приводит к фазовому переходу 
ДНК из двунитевой в однонитевую форму, что сопровождается падением флуоресценции; в – симметричный пик (гомодуплекс – кривая 1) сви-
детельствует о присутствии аллеля «дикого» типа, дополнительный пик слева (гетеродуплекс – кривая 2) – о присутствии мутантного аллеля

а б в
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туре). Основной пик (гомодуплекс) отражает присут-
ствие аллеля «дикого» типа, пик, расположенный левее, 
в области меньших температур (гетеродуплекс), – при-
сутствие мутантных аллелей.

DMA в стандартных условиях (DMAst) [10, 11]. Раз-
мер ампликона гена BRAF (Genbank Accession number 
NC_000007.14), последовательности праймеров и зон-
дов TaqMan представлены в табл. 1. Последователь-
ности праймеров и зондов находили с помощью про-
граммы Vector NTI Advance 10 (Invitrogene Corp., США). 
Схема ампликона гена BRAF с взаимным расположе-
ние праймеров, зондов и «горячего участка» с кодоном 
V600, в котором мутации наиболее часты, представ-
лена на рис. 2. Зонды «сдвинуты» относительно друг 
друга (перекрывание – 12 пар оснований) для того, 
чтобы исключить возможность их гибридизации друг 
с другом, конкурентной по отношению к гибридиза-
ции каждого из них с ДНК (во время ПЦР-РВ и плав-
ления).

Асимметричную ПЦР-РВ вели в 96-луночных план-
шетах на приборе CFX96 (Bio-Rad Laboratories, США). 
Инкубационная смесь (25 мкл) содержала 50 мМ Трис-
HCl, pH 8,8; 50 мМ KCl; 0,01 % Tween-20; 3 мМ MgCl2; 
0,25 мМ каждого из дезоксинуклеозидтрифосфатов; 
прямой и обратный праймеры в соотношении 1:10 или 
10:1 (т. е. 0,04 мкМ/0,4 мкM или 0,4 мкM/0,04 мкМ) 
в зависимости от необходимости синтезировать анти-
смысловую или смысловую нить ампликона соответ-
ственно, что позволило сканировать мутации в обеих 
его нитях; 0,2 мкМ соответствующего зонда TaqMan; 
1,25 ед. нot-rescue Taq-полимеразы (Синтол, Россия); 

5 мкл раствора ДНК в воде. Условия ПЦР-РВ: началь-
ная денатурация – 5 мин при температуре +95 °С, за-
тем 55 циклов – 13 с при температуре +95 °С, 15 с 
при +57 °С и 20 с при +72 °C (флуоресценцию реги-
стрировали при температуре +72 °С). По завершении 
ПЦР продукты реакции прогревали 1 мин при темпе-
ратуре +95 °С, 2 мин при +55 °С, после чего повышали 
температуру от +55 °С до +85 оС с шагом 0,4 °С (вы-
держка 6 с).

DMA в модифицированных условиях (DMAmod). 
Асимметричную ПЦР-РВ вели в 96-луночных план-
шетах на приборе CFX96 (Bio-Rad Laboratories, США). 
Инкубационная смесь (25 мкл) содержала 50 мМ Трис-
HCl, pH 8,8; 50 мМ KCl; 0,01 % Tween-20; 3 мМ MgCl2; 
0,25 мМ каждого из дезоксинуклеозидтрифосфатов; 
0,2 х EvaGreen (Biotium, США); 0,1 мг/мл бычьего сы-
вороточного альбумина; 1 мМ дитиотреитола; прай-
меры в соотношении 15:1 или 1:15 (0,4 мкМ одного 
и 0,027 мкМ другого) в зависимости от необходимости 
синтезировать преимущественно смысловую или ан-
тисмысловую нити ампликона; по 0,25 мкМ зондов 
B15-ROX(30)s и B15-Cy5(26)as; 0,63 ед. hot-rescue Taq-
полимеразы (Синтол, Россия); 5 мкл раствора ДНК 
в воде. Условия ПЦР: начальная денатурация – 5 мин 
при температуре +95 °С, затем 80–100 циклов – 13 с 
при температуре +95 °С, 2 с при +57 °С с регистрацией 
флуоресценции. По завершении ПЦР продукты реак-
ции прогревали 1 мин при температуре +9 5°С, затем 
2 мин при +55 °С, после чего повышали температуру 
от +55 °С до +85 °С с шагом 0,4 оС (выдерж ка 6 с). 
Данные анализировали с помощью программы Bio-

Рис. 2. Схема ампликона B15 (название ампликона происходит от названия гена и номера экзона). Расположение праймеров и зондов TaqMan 
B15-ROX(30)s и B15-Cy5(26)as показано стрелками (в названии зонда указаны соответствующий ампликон, флуорофор, длина олигонуклеотида 
и направление – sense или antisense); V600 – «горячий участок» гена (сайт наиболее часто встречающихся мутаций)

Размер ампликона гена BRAF, последовательности праймеров и зондов TaqMan

Ампликон (экзон, кодоны, длина) Праймер, зонд* Последовательность (длина, число пар оснований) 

B15  
(15, 597–601, 197 пар оснований) 

Прямой 5’– gagatctactgttttcctttactt (24 b) 

Обратный 5’– ggccaaaaatttaatcagt (19 b) 

Зонд B15-ROX(30)s 5’– ROX-aggtgattttggtctagctacagtgaaatc-BHQ2 (30 b) 

Зонд B15-Cy5(26)as 5’– Cy5-acccactccatcgagatttcactgta-BHQ2 (26 b) 

*В названии зонда TaqMan указаны соответствующий ампликон, флуорофор, длина олигонуклеотида и направление (sense или antisense).

Прямой праймер                 В15-ROX(30)s

Обратный праймер

                                                                          V600

                                                                                                                    В15-Cy5(26)as

                                                                                        197 пар оснований
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Rad CFX Manager (version 1.6), в ряде случаев экспор-
тировали в Microsoft Excel, пики плавления нормализо-
вывали по отношению к максимальному их значению, 
принятому за 100 %.

При проведении асимметричной ПЦР-РВ в моди-
фицированных условиях оба зонда функционируют 
в качестве индикаторов хода реакции и блокирующих 
агентов, в то время как в DMA участвует только один 
из них, комплементарный однонитевой (избыточной) 
ДНК.

Результаты
Предложенный недавно вариант DMA [9] позво-

ляет использовать зонды TaqMan не только на этапе 
ПЦР-РВ, для чего они изначально были предназначе-
ны [12], но и на этапе плавления ДНК, что существен-
но упростило и удешевило метод, повысило его эф-
фективность и расширило возможности применения. 
DMA с зондами TaqMan реализуется в «закрытом 
формате», т. е. в одной пробирке без дополнительных 
процедур (см. рис. 1), что сводит к минимуму затраты 
времени, труда и риск перекрестного загрязнения об-
разцов.

В нашей предыдущей работе были определены па-
раметры DMA, влияющие на эффективность метода: 
оптимальное число циклов асимметричной ПЦР-РВ, 
сочетание флуорофора, гасителя и длины олигонукле-
отида TaqMan, нить (смысловая или антисмысловая) 
для максимального разрешения нормальных и мутант-
ных аллелей, величина температурного сдвига гетеро-
дуплекса относительно гомодуплекса (ΔTm), указыва-
ющая на тип мутации. Усовершенствованный метод 
был успешно применен в клиническом мутацион-
ном сканировании генов KRAS, NRAS, BRAF и PIK3CA 
[10, 11].

При исследовании кинетики ПЦР-РВ возникло 
предположение, что гидролизуемые зонды TaqMan 
(олигонуклеотиды длиной 25–30 пар оснований с флу-
орофором на 5’-конце и гасителем на 3’-конце) могут 
быть использованы также в качестве агентов, блоки-
рующих ПЦР-РВ. В опытах с применением интер-
калирующего красителя EvaGreen было обнаружено, 
что присутствие в инкубационной среде, помимо 
праймеров, олигонуклеотидов, способных гибридизо-
ваться с матрицей ДНК (таковы зонды TaqMan), при-
водит к увеличению числа циклов амплификации (Сt) 
на 0,5–1,5 (здесь не показано). Это могло означать, 
что устранение Taq-полимеразой возникающего на ее 
пути препятствия посредством 5’–3’-экзонуклеазной 
активности сопряжено со снижением скорости поли-
меризации. Это предположение согласуется с данными 
о том, что удлинение праймера существенно замедля-
ется, когда фермент «наталкивается» на сгибридизо-
ванный с матрицей олигонуклеотид [14]. Таким образом, 
возникает потенциальная возможность преимущест-
венной амплификации мутантных аллелей, поскольку 
комплекс зонда с мутантной матрицей менее стабилен 

(из-за неспаренного основания), чем с матрицей «ди-
кого» типа (имеется в виду, что зонд TaqMan должен 
подавлять амплификацию нормального аллеля силь-
нее, чем мутантного). В пользу этого свидетельствуют 
термодинамические расчеты [13], показывающие, что 
в избранных нами условиях (длина, последовательность 
и концентрация зондов TaqMan, равная 0,2–0,3 мкМ) 
присутствие мутации в «горячем участке» гена BRAF 
снижает величину Tm дуплекса зонд/ДНК на 3–7 °С.

Исходя из предположения, что наибольший бло-
кирующий эффект может быть достигнут в присутствии 
обоих (смыслового и антисмыслового) зондов TaqMan 
(поскольку они должны подавлять синтез обеих нитей 
ампликона), мы исследовали их совместное влияние 
на амплификацию «дикого» и мутантного аллелей. 
Объектом исследования служил образец ДНК с содер-
жанием 5 % наиболее часто встречающейся мутации 
V600E (замена T1799A), который получали смешива-
нием ДНК нормальных клеток и клеток RKO. В раз-
личных условиях проведения асимметричной ПЦР-РВ 
и плавления ДНК оценивали соотношение пиков 
плавления гетеродуплекса и гомодуплекса, которые 
отражают доли мутантного и «дикого» аллелей соот-
ветственно. В предварительных экспериментах было 
установлено, что лучшей их дискриминации способ-
ствуют укорочение этапа отжига праймеров и элонга-
ции, а также снижение концентрации Taq-поли ме-
разы. На рис. 3 представлены результаты определения 
в условиях градиентной асимметричной ПЦР-РВ тем-
пературы отжига праймеров и зондов, в максимальной 
степени «проявляющей» мутантный аллель. Для удоб-
ства сравнения на каждом рисунке показано скани-
рование образца ДНК в стандартных условиях (кри-
вая 1), не позволяющих надежно иден тифицировать 
минорный мутантный аллель, а также в модифициро-
ванных условиях (кривая 2). Из результатов следует, 
что при снижении температуры отжига, т. е. по мере 
стабилизации дуплексов ДНК и усиления блокирую-
щего эффекта зондов, преимущественный синтез му-
тантного аллеля становится более выраженным (как 
следствие, пик гетеродуплекса растет и из минорного, 
на уровне фона, превращается в доминирующий). Мак-
симальное обогащение (примерно 10-кратное) му-
тантного аллеля достигается при температуре отжига 
около +50 °С (более высокая температура препятству-
ет связыванию праймеров, тогда как более низкая пол-
ностью блокирует амплификацию). Следует отметить, 
что в последующих опытах температуру отжига оказа-
лось необходимым существенно корректировать, по-
скольку условия градиентной ПЦР-РВ позволяют 
выявить сам эффект «обогащения» мутантного аллеля, 
но не гарантируют точности определения исследуемо-
го параметра.

На рис. 4 представлены результаты определения 
чувствительности (предела обнаружения мутантных 
аллелей гена BRAF) 2 способами: DMAst и DMAmod. 
«Обогащение» мутантного аллеля вследствие его пре-
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Рис. 3. Градиентная асимметричная ПЦР-РВ с последующим DMA. Образец ДНК с содержанием 5 % мутантного аллеля BRAF (V600E) анали-
зировали в стандартных (кривые 1) и в модифицированных (кривые 2) условиях, т. е. с применением во время амплификации блокирующих зондов 
TaqMan. DMAst проводили при отсутствии зондов и добавляли их на этапе плавления ДНК. Данные, полученные с помощью программы Bio-Rad CFX 
Manager, экспортировали в Microsoft Excel и пики плавления нормализовали по отношению к максимальному их значению, принятому за 100 %. 
Стрелками указаны позиции гетеродуплексов, отражающих присутствие и содержание мутантного аллеля
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имущественной амплификации приводит к значитель-
ному (~15-кратному) повышению чувствительности 
анализа.

Цель следующего этапа – верификация получен-
ных результатов. Обладающая 5’–3’-экзонуклеаз-
ной активностью (необходимой для гидролиза зонда 
TaqMan), но не имеющая «редакторской» (3’–5’экзо-
нуклеазной) активности Taq-полимераза относится 
к ферментам, допускающим большое число ошибок 
(1–5 × 10−5 в расчете на пару оснований и 1 цикл удво-
ения) [15, 16]. Поэтому в ампликонах могут возникать 
«рассеянные» нуклеотидные замены, число которых 
в процессе ПЦР растет, формирует мутационный фон 
и может приводить к неверной интерпретации ре-
зультатов. По этой причине результаты «обогащения» 
мутантных аллелей мы проверили секвенированием. 

На рис. 5 представлено исследование образца ДНК 
с содержанием 5 % мутантного аллеля V600E (замена Т 
на А) гена BRAF методами DMAst и DMAmod с последу-
ющим секвенированием ампликонов. Видно, что толь-
ко в последнем случае пики плавления ДНК и секве-
нирование свидетельствуют о наличии мутации, тогда 
как стандартный подход не позволяет выявить мутант-
ный аллель, присутствующий в столь низкой (5 %) 
концентрации. Аналогичный результат был получен 
при исследовании клинического образца ДНК мела-
номы, присутствие в котором мутантного аллеля об-
наружено только посредством DMAmod (рис. 6).

Заключение
В предлагаемом нами методе условия реакции 

подбирали таким образом, чтобы обеспечить преиму-
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Рис. 4. Сравнение чувствительности определения мутантных аллелей BRAF посредством серийного разведения ДНК клеток RKO (мутация V600E) 
в ДНК «дикого» типа (пики плавления аллелей «дикого» типа (wt) и мутантных обозначены стрелками (в последнем случае указано также про-
центное содержание мутантной ДНК); пределы обнаружения мутантного аллеля V600E посредством DMAst и DMAmod составляют 6,3 и 0,4 % 
соответственно): а – DMAst; б – DMAmod

Рис. 5. Верификация секвенированием по Сэнгеру результатов мутационного сканирования: а – образец ДНК с содержанием 5 % мутантного 
аллеля T1799A анализировали DMAst и DMAmod (кривые 1 и 2 соответственно). Гетеродуплекс, свидетельствующий о присутствии мутантного 
аллеля (м) указан стрелкой; б, в – секвенирование ампликонов DMAst и DMAmod соответственно (мутантный аллель, присутствующий в 1-м случае 
на уровне фона, во 2-м случае становится доминирующим)
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щественную амплификацию мутантного аллеля, макси-
мально подавив синтез аллеля «дикого» типа. Для этого 
были подобраны последовательности праймеров и зон-
дов TaqMan, сокращена продолжительность цик ла ам-
плификации, снижена, по сравнению со стандартной, 
концентрация Taq-полимеразы и подобрана температура 
отжига праймеров и зондов, максимально дискримини-
рующая амплификацию «дикого» и мутантного аллелей. 
Таким способом удалось повысить чувствительность вы-
явления мутантных аллелей более чем в 10 раз (в предва-
рительных опытах анализа мутантного гена KRAS было 
достигнуто 100-кратное повышение чувствительности).

По сравнению с обычно используемыми для обо-
гащения мутантных аллелей блокирующими агентами 

(пептидными нуклеиновыми кислотами) [17] предла-
гаемый нами подход имеет ряд преимуществ: один 
и тот же зонд используется для количественной и ка-
чественной оценки участков генома и для «обогаще-
ния» мутантных аллелей, кроме того, нет необходи-
мости в дорогостоящем химическом синтезе.

Таким образом, DMAmod обладает высокой чувстви-
тельностью (что позволяет сократить число ложноотри-
цательных результатов клинической гено диагностики), 
прост в исполнении, экономичен и про изводителен.

Подана заявка на изобретение № 2016114041 
«Спо соб сканирования генных мутаций в опухолях 

человека» (приоритет от 12.04.2016).
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Введение. Повышенная экспрессия трансформирующего фактора роста бета-1 (transforming growth factor beta1 , TGF-β1) в зло-
качественных опухолях головного мозга способствует выживанию опухолевых клеток, увеличивая их рост, миграцию, инвазию, 
ангиогенез, супрессию иммунной системы.
Цель работы – методом протеомной масс-спектрометрии высокого разрешения изучить молекулярные механизмы действия 
TGF-β1 на клетки U87 глиобластомы человека.
Результаты. Идентифицированы внутриклеточные сигнальные пути, ответственные за участие TGF-β1 в онкогенезе злокаче-
ственных глиом и включающие дифференциально экспрессированные белки плотных межклеточных контактов, фокальной адге-
зии, деацелаз гистонов, теплового шока, семейства S100.
Заключение. Установлены важные закономерности, которые могут быть использованы при разработке новых подходов для об-
наружения кандидатных маркеров метастазирования глиобластомы и потенциальных мишеней для терапии этого заболевания.

Ключевые слова: трансформирующий фактор роста бета-1, мультиформная глиобластома, протеом, масс-спектрометрия, 
эпителиально-мезенхимальный переход, фокальная адгезия, плотные межклеточные контакты
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Molecular determinants of transforming growth factor beta-1 action  
on human glioblastoma cells
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Background. Increased expression of transforming growth factor beta-1 (TGF-β1) in malignant brain tumors promotes cancer cells survival 
enhancing their growth, migration, invasion, angiogenesis, immune system suppression.
Objective is to study molecular mechanisms of TGF-β1 action on U87 human glioblastoma cells by means of proteomic high-resolution mass-
spectrometry.
Results. We have identified intracell signal pathways responsible for TGF-β1 involvement in malignant gliomas oncogenesis including dif-
ferential expressed proteins of tight cell junctions, focal adhesion, histone deacetylases, heat shock, S100 family.
Conclusions. Important patterns are determined that could be used for the development of new approaches for detection of glioblastoma me-
tastasis candidate markers and potential therapy targets of this decease.

Key words: transforming growth factor beta-1, glioblastoma multiforme, proteome, mass-spectrometry, epithelial-mesenchymal transition, 
focal adhesion, tight cell junctions
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Введение
Мультиформная глиобластома (Glioblastoma Multi-

forme, GBM) – наиболее распространенная первичная 
высоко инвазивная глиальная опухоль головного моз-
га человека с крайне неблагоприятным прогнозом [1]. 
Выживаемость больных при использовании всех сов-
ременных протоколов комплексного лечения состав-
ляет 6–12 мес после постановки диагноза из-за ин-
фильтративной и агрессивной природы GBM [2]. 
Инвазия/инфильтрация опухолевых клеток и их про-
лиферация остаются главными причинами смерти 
больных злокачественными глиомами [3]. Поэтому 
в последнее время уделяется повышенное внимание 
изучению сигнальных путей, вовлеченных в развитие 
глиобластомы. Лучшее понимание молекулярных ме-
ханизмов онкогенеза GBM в конечном счете должно 
привести к открытию новых терапевтических мише-
ней, которые обеспечат более эффективные методы 
лечения этого заболевания [4].

Среди многих сигнальных путей, связанных с глио-
мами, сигналинг с участием трансформирующего фак-
тора роста бета (transforming growth factor beta, TGF-β) 
играет важную роль в регулировании поведения этих 
опухолей [5]. Сообщалось о повышенных уровнях TGF-β 
в сыворотке крови и опухолевой ткани пациентов со 
злокачественной глиомой, наблюдалась отчетливая 
корреляция повышенного уровня TGF-β со степенью 
злокачественности и распространенностью опухоле-
вого процесса, плохим прогнозом для больных. Вы-
сказывается предположение о прямом участии этого 
сигнального пути в молекулярных механизмах, связан-
ных со злокачественностью глиом [5]. Опубликованы 
данные о том, что TGF-β может вызывать прогрессию 
опухолевого процесса по аутокринному механизму [6].

TGF-β относится к цитокинам, которые участвуют 
в регуляции эмбрионального развития и гомеостаза 
ткани [7]. На клеточном уровне TGF-β влияет на такие 
процессы, как рост, выживание, дифференцировка, 
миграция клеток и активация иммунитета в зависи-
мости от типа клеток и клеточного контекста. Свои 
действия TGF-β осуществляет через сложную сеть раз-
личных лигандов и рецепторов, проводящих соответст-
вующие сигналы [7]. При раке сигнальный путь TGF-β 
выполняет как супрессорные, так и промотирующие 
функции. TGF-β считают опухолевым супрессором, 
поскольку он является мощным ингибитором проли-
ферации эпителиальных клеток, астроцитов и имму-
ноцитов. Некоторые опухоли приобретают устойчивость 
к цитостатическому действию TGF-β в результате му-
таций в отдельных элементах сигнального пути TGF-β. 
Определенные злокачественные опухоли, включая глио-
мы, селективно теряют способность TGF-β ингиби-
ровать пролиферацию, сохраняя другие их функции 
неизменными [7]. В таких опухолях TGF-β может вы-
зывать пролиферацию, ангиогенез, инвазию, метаста-
зирование и супрессию иммунитета. Таким образом, 
TGF-β играет двойную роль в канцерогенезе и, в зави-

симости от стадии и типа опухоли, он действует как 
супрессор опухоли или как канцерогенный фактор [8]. 
Такое переключение от опухолевой супрессии к онко-
генной активности известно как «парадокс TGF-β» [9]. 
Несмотря на заметный прогресс в изучении сигналь-
ного пути TGF-β, его роль в онкогенезе глиом недо-
статочно ясна.

Особый интерес представляют данные о модуля-
ции TGF-β эпителиально-мезенхимального перехода 
(ЭМП). Индукция ЭМП приводит к метастатической 
инвазии многих карцином, однако до конца его роль 
остается непонятной, особенно в случае глиобластом. 
Недавние исследования связывают ЭМП с генераци-
ей опухолевых стволовых клеток [10]. Молекулярные 
механизмы TGF-β индукции ЭМП в глиобластомах 
мало изучены. Тем не менее представленные в настоя-
щее время данные указывают на важную роль сигналь-
ного пути TGF-β на поздних этапах развития опухоле-
вого процесса в глиомах, включая инвазию, и делают 
его потенциальным кандидатом для таргетной терапии.

В настоящей работе впервые методом протеомной 
масс-спектрометрии высокого разрешения изучали 
молекулярные механизмы действия TGF-β1 на клетки 
U87 глиобластомы человека. Идентифицированы 
внутриклеточные сигнальные пути, ответственные за 
участие TGF-β1 в онкогенезе злокачественных глиом 
и включающие дифференциально экспрессированные 
белки (ДЭБ) плотных межклеточных контактов (ПМК), 
фокальной адгезии, деацелаз гистонов (histone deace-
tylases, HDAC), теплового шока (heat shock proteins, HSP), 
семейства S100. Установлены важные закономерности, 
которые могут быть использованы при разработке но-
вых подходов для обнаружения кандидатных маркеров 
метастазирования глиобластомы и потенциальных ми-
шеней для терапии этого заболевания.

Экспериментальная часть
Реактивы. Для всех процедур использовали дистил-

лированную воду, очищенную и обессоленную с по-
мощью Milli-Q (Millipore Corporation, США). Ацето-
нитрил (ACN) HPLC gradient grade был получен из 
Pro labo (США); 98–100 % муравьиная кислота (FA) – 
из Merck (США); гидрокарбонат аммония NH4HCO3, 
дитио треитол, этилендиаминтетрауксусная кислота 
(EDTA), трис-(2-карбоксиэтил)-фосфин (TCEP), трифтор-
уксусная кислота (TFA) и мочевина – из Fluka (USA); 
99,7 % уксусная кислота, 99,5 % 2,2,2-трифторэтанол-
(TFE), TGF-β1, иодацетамид и трипсин, метилиро-
ванный по лизинам – из SigmaAldrich (США); соляная 
кислота (чистая) и хлорид калия (KCl) (чистый) – из 
Химмед (Россия).

Клеточные культуры. Клетки линии U87 культиви-
ровали при температуре +37 ºC в увлажненной атмос-
фере с 5 % СО2 в среде DMEM (Gibco, Life Techno logies, 
Россия) с низким содержанием глюкозы с глутамином 
с добавлением 10 % эмбриональной телячьей сы-
воротки, пенициллина (100 ед/мл) и стрептомицина 
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(100 мкг/мл) в общем объеме 15 мл в пластиковых 
флаконах для культур клеток (75 см2) (Corning Costar, 
США). При достижении 70 % монослоя (после 48 ч 
роста) клетки трехкратно осторожно отмывали 15 мл 
среды DMEM с глутамином и культивировали в бес-
сывороточной среде с добавлением 5 нг/мл TGF-β 
в течение 24 ч при температуре +37 °С. Все клеточные 
линии выращивали в 3 экземплярах, независимо об-
рабатывали и анализировали.

Получение лизатов линий опухолевых клеток U87. 
Клетки монослойной культуры снимали с культураль-
ных флаконов, осаждали центрифугированием со ско-
ростью 1500 об/мин в течение 10 мин, супернатант 
удаляли, клетки ресуспендировали в 3 мл фосфатного 
буферного раствора (рН 7,4) и вновь осаждали цент-
рифугированием. Отмывку клеток осуществляли 3 ра-
за. Перед последним центрифугированием проводили 
подсчет клеток по стандартному методу в камере 
Горяева с трипановым синим. Клетки в количестве 
(1–3) × 106 ресуспендировали в 1 мл лизирующего бу-
фера. Готовили 1 мл лизирующего буфера (Sigma Aldrich, 
США). Для этого смешивали 200 мкл буфера (250 мМ 
Tris-HCl, pH 7,5; 5 мМ EDTA; 200 мкл 750 мМ хлори-
да натрия (NaCl); 200 мкл 0,5 % додецилсульфата на-
трия (Lauryl sulfate); 200 мкл 2,5 % дезоксихолевой 
кислоты; 200 мкл 5 % игепала; 10 мкл коктейля инги-
биторов протеаз. Все процедуры выполняли при тем-
пературе +4 °С. К клеткам добавляли 1 мл лизирую-
щего буфера. Инкубировали на протяжении 15 мин 
в охлаждаемом шейкере Eppendorf Thermomixer Comfort 
(Германия). Центрифугировали в течение 1 ч в охлаж-
даемой центрифуге Eppendorf Centrifuge 5415 F (Гер-
мания). Супернатант отбирали для дальнейшего ис-
следования. Полученные в результате лизиса образцы 
очищали от низкомолекулярных соединений с помощью 
Agilent Spin Con cent rators for Pro teins 5 кДа (США).

Очистка клеточных лизатов от низкомолекулярных 
соединений. Образец (300–500 мкл в зависимости от 
количества лизированных клеток) вносили в концент-
ратор 5 кДа, добавляли 4,0 мл 8 М мочевины в 0,1 М Tris-
HCl и центрифугировали со скоростью 3000 об/мин 
до того момента, когда над фильтром оставалось 300 
мкл жидкости. Подобную промывку повторяли 4 раза 
с 4,0 мл воды (MilliQ). Полученные 300 мкл образца 
ресуспендировали и отбирали. Дополнительно образец 
смывали с концентратора дважды по 200 мкл воды 
(MiliQ). В итоге полученные 700 мкл образца исполь-
зовали для дальнейшего исследования: измеряли об-
щий белок по поглощению на длине волны 280 нм 
на спектрофотометре NanoDrop ND-1000 (Thermo, 
США). Принимали, что 1 единица оптической плот-
ности соответсвует 1 мг общего белка в 1 мл раствора. 
Расcчитывали количество лизата, в котором содержится 
300–400 мкг белка и упаривали при температуре +30 °С 
в центрифужном испарителе Labconco CentriVap (США) 
до объема 10–20 мкл (если масса белка была < 300 мкг, 
то упаривали весь лизат).

Энзиматический гидролиз (трипсинолиз) образцов. 
К высушенным лизатам добавляли по 25 мкл TFE, 
по 25 мкл 100 мМ водного раствора NH4HCO3 и по 2 мкл 
свежеприготовленного 50 мМ водного раст вора TCEP. 
Реакционную смесь выдерживали 1 ч при температу-
ре +60 °С, затем охлаждали до +25 °С, добавляли по 
1 мкл свежеприготовленного 84 мМ водного раство-
ра иодацетамида и выдерживали 30 мин при темпе-
ратуре +25 °С, после чего добавляли по 100 мкл 100 мМ 
раст вора NH4HCO3, по 300 мкл воды и раствор трип-
сина в 1 мМ соляной кислоте (концентрация трипсина 
1 мкг/мкл, соотношение трипсин:белок 1:50 по массе) 
и выдерживали 18 ч при температуре +37 °С. По 4 мкл 
раст воров анализировали масс-спектрометрически для 
контроля проведения трипсинолиза. По окончании 
реакции содержимое пробирок упаривали досуха при 
температуре +30 °С на центрифужном испарителе 
Labconco CentriVap, а затем подвергали лиофильной 
сушке в течение ночи для полного удаления бикарбо-
ната аммония.

Разделение триптических пептидов. Триптические 
пептиды растворяли в мобильной фазе А (30 % ACN, 
70 % воды, 0,1 % FA, рН 2,7) так, чтобы в 20 мкл раст-
вора было 100 мкг общего белка, и разделяли на хро-
матографе Dionex Ultimate 3000 (Нидерланды), снаб-
женном коллектором фракций, на катионообменной 
колонке MIC-10-CP (материал Poros 10S, 1 мм × 10 см, 
Dionex, США): объем инжектируемой пробы 20 мкл, 
поток растворителя 30 мкл/мин, температура колонки 
+25 °С, детекция по ультрафиолетовому поглощению 
при длинах волн 214 и 281 нм. Растворители: мобиль-
ная фаза А – 30 % ACN, 70 % воды, 0,1 % FA; мобиль-
ная фаза В – мобильная фаза А + 500 мМ KCl. Гради-
ент: 0–5 мин 0 % фазы В, 5–85 мин 0–20 % фазы В, 
85–89 мин – 20–100 % фазы В, 89–94 мин 100 % фазы В, 
94–95 мин 100–0 % фазы В, затем уравновешивание 
колонки в течение 30 мин на фазе А. Собирали 24 фрак-
ции со 2-й по 50-ю минуту через равные промежутки 
времени в 2 мин. Полученные фракции упаривали 
досуха при температуре +30 °С на центрифужном испа-
рителе, а затем перерастворяли в 100 мкл 0,1 % водного 
раствора FA.

Масс-спектрометрический анализ. Анализ трипти-
ческих пептидов проводили на нанопроточном хрома-
тографе Dionex Ultimate 3000 (Нидерланды) в сочета-
нии с масс-спектрометром LTQ Orbitrap XL (Thermo) 
с источником ионизации NSI. Разделение пептидов 
осуществляли на колонке Acclaim C18 PepMap100 
(75 мкм × 150 мм, размер зерна 3 мкм, Dionex), снабжен-
ной предколонкой. Образец (20 мкл) загружали на пред-
колонку в течение 1 мин в 99,9 % воды/0,1 % FA, затем 
отмывали от соли 4 мин 0,1 % раствором TFA в воде 
и еще 1 мин уравновешивали 99,9 % воды/0,1 % FA; 
скорость потока 30 мкл/мин. Условия хроматогра-
фирования: скорость потока 0,3 мкл/мин, мобиль-
ная фаза А – 95 % воды/5 % диметилсульфоксида 
(DMSO)/0,1 % FA, мобильная фаза В – 10 % воды/5 % 
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DMSO/85 % ACN/0,1 % FA. Градиент: 0–6 мин 20 % 
фазы В, 6–126 мин 20–45 % фазы В, 126–150 мин 
45–100 % фазы В, 150–160 мин 100 % фазы В, 160–165 мин 
100–0 % фазы В, продолжительность анализа 175 мин. 
Масс-спектры (МС) регистрировали в режиме поло-
жительных ионов в диапазоне m/z 300–2000 Да, напря-
жение на игле 2,0 кВ, температура источника +275 °С, 
напряжение на капилляре 29,48 В, на линзе 120 В. МС 
регистрировали в орбитальной ловушке в режиме FT 
(разрешение 30 000, число накапливаемых ионов 1 × 106, 
максимальное время накопления 700 мс, 1 микро-
скан), спектры МС/МС получали при ионизации, об-
условленной соударениями (CID) в линейной ловушке 
(режим сканирования Enhanced, число накапливае-
мых ионов 1 × 104, максимальное время накопления 
150 мс, 1 микроскан, энергия соударений 35 % от мак-
симальной). Cпектры МС/МС регистрировали для 12 
самых интенсивных ионов. Динамическое исключение 
включалось после регистрации 1 спект ра, время исклю-
чения 1 мин. Вторичной фрагментации подвергали 
ионы с зарядом больше +1.

Анализ данных. Для идентификации белков МС 
использовали программу MaxQuant v1.5.2.8. Для обра-
ботки данных и идентификации белков применяли 
параметры по умолчанию. Исключения: база данных 
SwissProt_human (версия 2015_04), энзим – трипсин, 
число пропущенных разрывов 2, фиксированные мо-
дификации – карбамидометилирование, возможные 
модификации – ацетилирование N-конца белка, окис-
ленный метионин, пироглутамин и пироглутаминовая 
кислота, точность масс родительского иона для пер-
вичного поиска 25 ppm, для основного поиска после 
перекалибровки – 6 ppm, фрагментов 0,8 Да, мини-
мальная длина пептидов 5 аминокислот, максималь-
ная – 100, максимальная масса пептидов 7000 Да, опция 
зависимые пептиды включена. Для количественного 
расчета использовали метод label-free (без метки) для 
всех идентифицированных пептидов. Таблицу иденти-
фицированных семейств белков обрабатывали в про-
грамме Perseus v1.5.1.6 для аннотирования и удаления 
белков-контаминантов и ложноположительных иден-
тификаций, а также для определения статистической 
значимости отличий в уровнях белков, полученных 
методом label-free. Значимыми считали отличия на уров-
не достоверности p < 0,05 для парного t-критерия 
Стьюдента.

Результаты
Мы использовали label-free количественный про-

теомный nano-LC–MS/MS метод для детектирования 
и сравнения ДЭБ в лизатах линии клеток глиобласто-
мы человека U87 до и после обработки их TGF-β1. 
Анализ триптических пептидов по их 328 312 спектрам 
МС/МС с помощью программного пакета MaxQuant 
просеквенировал 2589 протеинов по 19 748 (15 309 
уникальных) пептидам при сравнении с данными базы 
SwissProt_human и ложным уровнем обнаружения 

(a false discovery rate) 1 % для тройных повторов 2 ви-
дов образцов. Из них 2482 белка идентифицировали 
по 19 555 (15 119 уникальных) пептидам в контроль-
ных клетках U87 и 2566 белков – по 19 695 (15 257 уни-
кальных) пептидам в клетках U87 после стимуляции 
TGF-β1. Для всех линий клеток ~91 % белков иденти-
фицировали по более чем 2 пептидам. Диапазон мо-
лекулярного веса протеинов изменялся от 1,91 до 
3713,70 кДа, из них 896 имели молекулярный вес до 
30 кДа; 1280 – 30–100 кДа; 371 – 100–300 кДа; 26 – 
300–500 кДа; 16 – более 500 кДа. Процент покрытия 
анализируемых белков варьировался от 0,3 до 100 %, 
из них 1446 белков с покрытием до 20 %, 658 – 20–40 %, 
315 – 40–60 %, 170–60–100 %. Коэффициент корре-
ляции Пирсона для данных образцов клеток U87 до 
и после стимуляции TGF-β1 был 0,904–0,952.

Идентифицированные протеины показали высо-
кий процент перекрытия для 2 клеточных популяций. 
Во всех клеточных лизатах детектировались 2459 (95 % 
от 2589) белков, только в клетках U87 – 23 и 107 про-
теинов были уникальными для клеток U87 после 
их стимуляции TGF-β1.

Статистически значимые (p < 0,05) изменения 
в экс прессии после обработки клеток TGF-β1 заре-
гистрированы для 656 белков. Изменял экспрессию 
более чем в 2 раза 281 протеин, увеличивали 160 про-
теинов, а уменьшал 121 протеин. Повышение экспрес-
сии более чем на порядок наблюдали у рецепторо-
ассоциированного протеина ангиотензина II типа, 
инверсина, протеина CYR61, гуанозинтрифосфатсвя-
зывающего протеина RAD, энолазы, миозина-14, ас-
социированного с функцией лимфоцитов антигена-3, 
фактора роста соединительной ткани, индуцирован-
ного сигналом и связанного с пролифирацией подоб-
ного 1 белка 3. Одновременно снижение экспрессии 
более чем на порядок отмечали для кератиноассоци-
ированного протеина 3–3, кератина типа II кутику-
лярного Hb2, предполагаемого кератина-87, гомоло-
га-2 семейства фермитинов, N-ацетилтрансферазы-10, 
кератина типа I кутикулярного Ha4.

Динамический диапазон для идентифицирован-
ных белков составляет 6 порядков (от 4,1 × 108 до 363), 
что позволяет выявить низкокопийные белки, такие 
как коффилин-2, фактор, ингибирующий миграцию 
макрофагов, и др. Также были идентифицированы 
специфические маркеры мезенхимальных (CD44, ин-
тегрин α5 и β1) и прогениторных (член А3 семейства 
альдегиддегидрогеназы-1) стволовых клеток глиобла-
стомы и маркеры пронейрональной дифференциров-
ки (тубулин β3, нестин) нейральных прогениторных 
стволовых клеток. Во всех 2 образцах идентифициро-
вали 2296 белков.

Полученные данные протеомного картирования 
белков различных типов клеток были подвергнуты срав-
нительному биоинформационному анализу. В даль-
нейшем были включены в анализ каждой из групп срав-
нения только те белки, у которых нормализованная 
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сигнальная интенсивность изменилась статистически 
значимо (p < 0,05).

Каждый идентифицированный белок, удовлетво-
ряющий вышеназванным требованиям, классифици-
ровали в соответствии с его клеточной локализацией 
на основании информации, доступной в базах данных 
Swiss-Prot, Gene Ontology и других открытых базах. 
Также учитывали тот факт, что если 1 белок находился 
более чем в 1 клеточном компартменте. По данным 
открытых баз, 656 белкам, изменившим экспрессию 
при стимуляции, соответсвовали 506 генов. Клеточное 
распределение белков с известной локализацией, ко-
дируемых этими генами, включало: клеточную часть 
(GO:0044464) – 43,8 %; органеллы (GO:0043226) – 28,0 %, 
макромолекулярный комплекс (GO:0032991) – 15,2 %, 
мембраны (GO:0016020) – 7,1 % и внеклеточный 
регион (GO:0005576) – 3,4 %.

Протеины картировали по биологической роли 
в клетке, молекулярной функции и функциональному 
классу в соответствии с протеомно-геномной анали-
тической программой PANTHER (Protein ANalysis 
THrough Evolutionary Relationships).

Основная часть ДЭБ участвовала в метаболических 
(GO:0008152; 28,8 %) и клеточных (GO:0009987; 21,9 %) 
процессах, а также в процессах биологической регуля-
ции (GO:0065007; 8,8 %) и локализации (GO:0051179; 
8,7 %). Бόльшая часть ДЭБ проявляла каталитическую 
(GO:0003824; 34,8 %), связывающую (GO:0005488; 30,6 %), 
структурно-молекулярную (GO:0005198; 16,3 %), энзим-
регуляторную (GO:0030234; 6,0 %), транскрипционную 
для связывания нуклеиновых кислот (GO:0001071; 
2,8 %) и рецепторную активность (GO:0004872; 2,6 %). 
Основная часть ДЭБ представлена следующими клас-
сами: связывающие нуклеиновые кислоты (PC00171; 
14,6 %), белки цитоскелета (PC00085; 11,2 %), гидро-
лазы (PC00121; 9,0 %), трансферазы (PC00220; 7,7 %) 
и модуляторы энзимов (PC00095; 7,3 %).

Из 2589 идентифицированных белков мы рассчи-
тали количество протеинов (n = 656), экспрессия кото-
рых статистически значимо изменялась при стимуляции 
клеток U87 фактором TGF-β1. Основной биоинфор-
мационный анализ проводили с этой группой белков.

Для лучшего понимания биологических процессов 
и путей, включенных в TGF-β-индуцированные от-
клики, мы провели развернутый биоинформационный 
анализ с использованием KEGG (Kyoto Encyclopedia 
of Genes and Genomes) и биологических процессов GO 
(Gene Ontology). Отмечали значительное обогащение 
генов для процессов, которые могут быть включены 
в ЭМП [11]. К ним относятся: ПМК, фокальная адге-
зия, актиновый цитоскелет и др. Поэтому при анали-
зе полученных данных этим процессам уделяли повы-
шенное внимание. Полученные данные представлены 
в табл. 1 и 2. Статистически значимо увеличивали экс-
прессию при действии TGF-β1 на клетки U87 пять 
белков (миозин, тяжелая цепь 14 (NMIIC); немускуль-
ный миозин, тяжелая цепь 9 (NMIIA); регуляторная 

Таблица 1. Изменение экспрессии белков, участвующих в образовании 
плотных межклеточных контактов, после стимуляции TGF-β1 
клеток U87

Индекс 
гена Название белка TGF-β/ 

Control

ACTB Актин, бета 0,75

ACTG1 Актин, гамма-1 0,74

ACTN1 Актин, альфа-1 1,34

CTNNA1 Катенин, альфа-1, 102 кДа 2,09

CSNK2B Казеинкиназа-2, бета полипептид 0,76

MYH14 Миозин, тяжелая цепь 14 (NMIIC) 16,91

MYH9 Миозин, тяжелая цепь 9,  
немускульный (NMIIA) 3,78

PRKCA Протеинкиназа C, альфа 0,38

PPP2R2A Протеинфосфатаза-2, регуляторная 
субъединица Б, альфа изоформа 2,90

RAB13 RAB13, член семейства онкогенов RAS 0,72

RRAS2 Связанный вирусный (r-ras) гомолог 
онкогена 2 0,53

TJP2 Белок плотных контактов 2 0,71

субъединица Б альфа изоформы протеинфосфатазы-2; 
катенин, альфа-1, 102 кДа; актинин, альфа-1), участ-
вующие в образовании ПМК (см. табл. 1). Повышенную 
экспрессию у белков, связанных с фокальной адге-
зией, наблюдали у 12 протеинов (см. табл. 2), из них: 
у тромбоспондина-1; фибронектина-1; коллагена, тип I, 
альфа-2; протеинтирозинкиназы-2; тенасцина C; по-
добной Rho-ассоциированной, биспиральной проте-
инкиназы-1 и рецептора фактора роста, связанного с про-
теином-2, экспрессия увеличивалась более чем в 2 раза.

Обсуждение
В настоящее время нет доказательств возможной 

антионкогенной активности сигнального пути TGF-β 
в глиомах, такой как индукция старения, которая на-
блюдается при эпителиальном раке [7]. Обнаружена 
повышенная экспрессия TGF-β в злокачественных 
опухолях головного мозга, увеличивающая рост опу-
холевых клеток, их миграцию, инвазию, ангиогенез, 
супрессию иммунной системы [12]. TGF-β в глиомах 
секретируется как по аутокринному механизму клет-
ками глиомы, так и образуется микроглиальными 
клетками. Аутокринную секрецию TGF-β наблюдали 
в кле точных линиях или в клетках, полученных из хи-
рургически удаленных злокачественных глиом [13].

Суперсемейство TGF-β играет решающую роль 
в морфогенезе и спецификации потомков клеток в про-
цессе развития мозга [14]. H. Ikushima и соавт. показа-
ли, что аутокринный TGF-β-сигналинг очень важен 
для поддержания стволовости у стволовых клеток гли-
омы [15]. Инкубация клеток глиобластомы с TGF-β 
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увеличивала число нейросфер в первичной культуре 
клеток опухоли головного мозга дозозависимым обра-
зом, показывая, что TGF-β повышает способность 
к самовозобновлению стволовых клеток глиомы [16].

В табл. 1 представлены белки, отвечающие за ПМК, 
которые меняют экспрессию в клетках U87 при дейст-
вии TGF-β1. Карта сигнальных путей, связанных с ПМК, 
изображена на рис. 1 (KEGG PATHWAY Database). 
Специализированные комплексы белков поверхности 
клеток формируют эпителиальные межклеточные со-
единения, которые важны для целостности эпителия. 
Клетки связываются друг с другом через субапикаль-
ные плотные контакты, адгезивные контакты, десмо-
сомы и разрозненные контакты на латеральных по-
верхностях. После инициирования ЭМП эти контакты 
нарушаются и соединительные белки релокализуются 
и/или деградируют. Разрушение ПМК в процессе ЭМП 
сопровождается снижением экспрессии клаудина и ок-
клудина и диффузией белка плотных контактов 1 (TJP1) 
из ПМК [17]. Во время дестабилизации адгезивных 
контактов эпителиальный кадгерин (E-кадгерин) рас-
щепляется в плазматической мембране и впоследствии 
деградирует [18]. После действия TGF-β1 мы не отме-

чали статистически значимого изменения в экспрес-
сии TJP1, в то время как уровни TJP2 снизились 
в 1,74 раза (см. табл. 1). TJP2 показывал положитель-
ную корреляцию с выживаемостью больных GBM [19]. 
Это говорит о том, что возможен баланс между мат-
риксными металлопротеиназами и протеинами ПМК, 
который необходим для поддержания гематоэнцефа-
лического барьера в GBM. Сдвиг в этом балансе может 
вызывать появление более агрессивного фенотипа, 
связанного с отеком мозга и инвазивностью опухоле-
вых клеток [19].

PPP2R2A, известная как B55α, является регулятор-
ной субъединицей протеин серин/треонин фосфата-
зы А2 (PP2A). В раковых клетках снижение акивности 
PP2A индуцирует активацию различных киназ, свя-
занных с пролиферецией клеток, и промотирует опу-
холевую прогрессию [20]. PP2A регулирует многие 
внутриклеточные процессы, включая клеточный сиг-
налинг, клеточный цикл, метаболизм, апоптоз и син-
тез протеинов [21]. Роль этой системы в молекулярных 
механизмах регуляции клеточных процессов TGF-β1 
практически не изучена. Имеются единичные данные 
об участии PP2R2A в TGF-β-индуцированном аресте 
пролифирации клеток [22]. TGF-β1 увеличивал экспрес-
сию PP2R2A в клетках U87 почти в 3 раза (см. табл. 1), 
что подтверждает ранее полученные данные [22].

Биоинформационный анализ показал высокое обо-
гащение белками, участвующими в фокальной адгезии. 
Карта сигнальных путей фокальной адгезии изобра-
жена на рис. 2 (KEGG PATHWAY Database). В табл. 2 
представлены ДЭБ, модулирующие этот процесс. За-
метное повышение экспрессии под действием TGF-β1 
наблюдали для тромбоспондина-1 (в 7,93 раза), фиб-
ронектина-1 (в 3,53 раза), коллагена, тип I, альфа 2 
(в 3,11 раза). Известно, что ЭМП активизирует экс-
прессию адгезивных молекул нейральных клеток (neural 
cell adhesion molecule, NCAM), которые взаимодейст-
вуют с нейрональным кадгерином (N-кадгерином), 
для модуляции активности рецепторов тирозинкиназ 
[18]. NCAM взаимодействуют с FYN-киназой (нере-
цепторной тирозинкиназой src-семейства), ослабляя 
блок фокальной адгезии, миграции и инвазии [23]. Мы 
установили изменение экспрессии FYN-киназы в 1,45 
раза и протеинтирозинкиназы-2 (PTK2) в 2,92 раза 
(см. табл. 2). Ремоделирование внеклеточного мат-
рикса (extracellular matrix, ECM) и изменение взаимо-
действия клеток с ECM важны при инициировании 
и прогрессии ЭМП. Интегриновые комплексы позво-
ляют клеткам получать сигналы от белков ECM через 
взаимодействие с сигнальными медиаторами, такими 
как интегринсвязанная киназа (ILK) и парвин [18]. 
После обработки TGF-β1 клеток U87 в течение 24 ч 
наблюдали незначительное увеличение (в 1,18 раза) 
экспрессии ILK и отсутствие изменений у парвин-α, 
в то время как уровни парвин-β снижались в 1,51 раза. 
Изменения интегринового репертуара в процессе ЭМП 
коррелируют с увеличенной экспрессией протеаз, та-

Таблица 2. Изменение экспрессии белков фокальной адгезии после 
стимуляции TGF-β1 клеток U87

Индекс 
гена Название белка TGF-β/ 

Control

CAPN2 Кальпаин-2, (m/II) большая субъеди-
ница 0,71

CAV1 Кавеолин-1 0,63

COL1A2 Коллаген, тип I, альфа-2 3,11

COL6A1 Коллаген, тип VI, альфа-1 1,58

FN1 Фибронектин-1 3,53

FLNB Филамин Б, бета 1,27

FYN FYN-протоонкоген 1,45

GRB2 Рецептор фактора роста, связанный 
с протеином-2 2,07

ITGAV Интегрин, альфа-5 1,58

MAP2K1 Митогенактивируемая протеинкиназа 
киназы-1 0,67

PRKCA Протеинкиназа C, альфа 0,38

PTK2 Протеинтирозинкиназа-2 2,92

ROCK1 Rho-связанная протеинкиназа-1 2,13

ROCK2 Rho-связанная протеинкиназа-2 1,51

THBS1 Тромбоспондин-1 7,93

TLN1 Талин-1 0,89

TLN2 Талин-2 0,80

TNC Тенасцин C 2,40
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ких как матричные металлопротеиназы MMP2 и MMP9, 
таким образом усиливая деградацию белков ECM 
и способствуя инвазии [24]. В этой связи мы отметили 
значительное увеличение (в 3,96 раза) экспрессии 
MMP2.

Rho-связанные протеинкиназы 1 (ROCK1) и 2 
(ROCK2), серин/треонин протеинкиназы влияют на ин-
вазию и миграцию клеток, изменяя статус цитоскеле-
та. В последние годы было установлено, что ROCK1 
сверхэкспрессируется в различных опухолях. Отмече-
но, что фактор роста эндотелия сосудов С (vascular 
endothelial growth factor, VEGF-C) вызывал метастази-
рование рака шейки матки через активацию и регуля-
цию сигнального пути RhoA/ROCK2/моезин [25]. При 
активации клеток глиобластомы TGF-β1 мы наблю-
дали статистически достоверное увеличение экспрессии 
моезина в 1,25 раза и ROCK2 в 1,51 раза. Повышен-
ная экспрессия ROCK1 в ткани глиомы положительно 
коррелировала с ее злокачественностью. Результаты 
предварительных исследований показали, что проли-
ферацию и метастазирование клеток GBM можно 

ингибировать, подавляя экспрессию ROCK1, кото-
рый рассматривают в качестве новой мишени для те-
рапии GBM [26]. Как видно из табл. 2, при действии 
TGF-β1 наблюдается увеличение экспрессии ROCK1 
в 2,13 раза.

Повышенное содержание ECM в микроокружении 
глиомы играет решающую роль в поддержании мор-
фологии ее клеток, пролиферации и дифференцировки. 
Фибронектины (fibronectins, FNs) являются основны-
ми компонентами ECM во многих солидных опухолях, 
включая GBM. В ряде работ отмечено высокое содер-
жание FNs в ECM сфероидов глиом в опытах in vitro 
и in vivo [27]. Как видно из табл. 2, экспрессия FN1 
значительно возрастает (в 3,53 раза) в клетках U87 при 
действии TGF-β1.

Важность эпигенетических альтераций при злока-
чественных новообразованиях хорошо известна. HDAC 
вовлекаются в структуру хроматина и регулируют 
транскрипцию генов, изменяя экспрессию при злока-
чественных глиомах. Ингибиторы HDAC использовали 
в попытке остановить рост и вызвать апоптоз раковых 

Рис. 1. Сигнальные пути, связанные с образованием плотных межклеточных контактов (KEGG PATHWAY Database)
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Рис. 2. Сигнальные пути, связанные с фокальной адгезией (KEGG PATHWAY Database)
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клеток. Ацилазы гистонов (histone acetyltransferases, 
HAT) и гиперацетилирование гистонов также вызы-
вают деградацию HIF-1a и снижение уровня VEGF и, 
таким образом, приводят к антиангиогенным эффек-
там [28]. Лечение ингибиторами HDACs уменьшало 
пролиферацию полученных из глиобластомы стволо-
вых клеток и вызывало их дифференцировку [29]. Ана-
лиз полученных данных выявил увеличение экспрессии 
HDAC1 в 1,48 раза, HDAC2 – в 1,31 раза и значитель-
ное (в 3,10 раза) повышение экспрессии HAT1.

HSP (особенно HSP90) – молекулярные шаперо-
ны, которые помогают в стабилизации белков-клиен-
тов, таких как протеинкиназы и ряд транскрипционных 
факторов. HSP90 является необходимым элементом 
злокачественной трансформации, увеличения роста, 
выживания и инвазивности раковых клеток. HSP ста-
билизируют экспрессию рецептора эпидермального 
фактора роста vIII (EGFRvIII) и vIV (EGFRvIV) и, ве-
роятно, поддерживают инвазивность GBM [30], их 
экспрессия незначительно росла при действии TGF-β1 
на клетки U87. Самое заметное (в 1,86 раза) изменение 
наблюдали у HSP90AA4P.

Белки семейства 14-3-3 (фосфосерин-/фосфотре-
онинсвязывающие белки) имеют 7 изоформ (b, r, 3, d, 
q, h и z), которые принимают схожую подковообраз-
ную структуру, способную закреплять pS/T-остатки 
[31]. Роль белков 14-3-3 в злокачественных опухолях 
и их взаимодействие с различным опухолеродными 
генами и генами-супрессорами опухоли сложна и ма-

ло изучена [32]. Предыдущие исследования продемон-
стрировали, что иммунореактивность изоформ 14-3-3b, 
3, d, q, h и z наблюдалась в большинстве образцов с астро-
цитом, и их иммунореактивные показатели заметно 
увеличивались с ростом стадии заболевания [33]. Бы-
ли идентифицированы 14-3-3b и 14-3-3h как 2 опухо-
левоспецифические изоформы 14-3-3 в астроцитоме, 
которые рассматриваются в настоящее время как по-
тенциальные мишени для генотерапии [34]. Показано, 
что 14-3-3b регулирует пролиферацию клеток глиомы 
через GSK3b-связанный сигнальный путь [35]. Однако 
точная роль 14-3-3b в человеческих GBM еще не изу-
чена. В нашем эксперименте экспрессия белков 14-3-3 
статистически значимо не изменялась при действии 
TGF-β1 на клетки U87.

Белки S100, такие как S100B, S100A2, S100A4, 
S100A6 и S100P, гиперэкспрессированы в первичных 
опухолях многих видов рака, в том числе молочной 
железы, головного мозга, легких, поджелудочной же-
лезы, предстательной железы и толстой кишки [36]. 
К тому же повышенная экспрессия этих белков в пер-
вичной опухоли часто ассоциируется с плохим прог-
нозом заболевания, как полагают, из-за их способ-
ности индуцировать миграцию и метастазирование 
опухолевых клеток [37]. Увеличение экспрессии неко-
торых белков S100 в клетках с помощью трансфекции 
может модулировать цитоскелет и усиливать мигра-
цию клеток во многих модельных системах in vitro [37]. 
Основные молекулы актомиозинового цитоскелета 



УС
ПЕ

ХИ
 М

ОЛ
ЕК

УЛ
ЯР

НО
Й 

ОН
КО

Л
ОГ

ИИ
  /

  A
DV

AN
CE

S 
IN

 M
OL

EC
UL

AR
 O

N
CO

LO
GY

   
2

, 
2

0
1

6
58 ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ  СТАТЬИ  ТОМ  3 / VOL. 3

в опухолевых клетках являются изоформами немы-
шечного миозина IIs (non-muscle myosin IIs, NMIIs), 
NMIIA, NMIIB и NMIIC. NMIIA связан с организа-
цией стресс-фибрилл, фокальных участков адгезии 
и тканевой архитектурой. NMIIB участвует в стаби-
лизации нормальной полярности клеток и имеет важ-
ное значение для развития сердца и мозга. NMIIC – 
недавно открытая изоформа, функция которой мало 
изучена, но она может действовать совместно с NMIIA 
и NMIIB [37].

В лизатах линии опухолевых клеток U87 до и после 
обработки их TGF-β1 мы идентифицировали 9 членов 
этого семейства белков: S100P, S100A6, S100A7, 
S100A8, S100A9, S100A10, S100A11, S100A13, S100A16. 
Заметное увеличение экспрессии отмечали для S100A7 
(в 1,93 раза) и S100P (в 1,54 раза). На фоне изменения 
их уровней зарегистрировали значительное повыше-
ние экспрессии NMIIA и NMIIC в 3,78 и 16,91 раза 
соответственно.

Нокдаун NMIIA заметно усиливал эффект S100P, 
направленный на повышение миграции клеток, что сви-
детельствовало о том, что он является основным эффек-
тором сигнального пути S100P, который различным 
образом взаимодействовал с NMII-изоформами с на-
ибольшим сродством к NMDA (≥ NMIIC ≥ NMIIB) [37].

Заключение
В данной работе впервые изучены молекулярные 

механизмы действия TGF-β1 на клетки U87 глиоблас-
томы человека. Выявлены внутриклеточные сигналь-
ные пути, ответственные за участие TGF-β1 в онко-
генезе злокачественных глиом и включающие ДЭБ 
фокальной адгезии, ПМК, HDAC, HSP, семейства 
S100. Установлены важные закономерности, которые 
могут быть использованы при разработке новых под-
ходов для обнаружения кандидатных маркеров мета-
стазирования глиобластомы и потенциальных мише-
ней для терапии этого заболевания.
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